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สารบัญ 

 
              หนา 

 
สารบัญ (1) 
สารบัญตาราง (2) 
สารบัญภาพ (3) 
คํานํา   1 
วัตถุประสงค   3 
การตรวจเอกสาร   4 
อุปกรณและวธีิการ  17 
 อุปกรณ  17 
 วิธีการ  18 
ผลและวิจารณ  22 
สรุป  42 
เอกสารและสิ่งอางอิง  44 
ภาคผนวก  55 
ประวัติการศึกษา และการทํางาน  67 
 
 
 



 

(2) 

สารบัญตาราง 

 

ตารางที่ หนา 
  
     1 จํานวนโคลนที่ไดจากการพฒันาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทขั้นตางๆ 

จากหองสมุดจโีนมที่ใชโพรบแบบ dinucleotide และ trinucleotide repeat 23 
     2 จํานวนลําดับเบสแตละประเภทที่พบในการพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซท

เทลไลทจากหองสมุดจีโนมที่ใชโพรบแบบ dinucleotide และ trinucleotide 
repeat 24 

     3 ลําดับเบสแบบไมโครแซทเทลไลทชนิดตางๆ ที่พบในการพัฒนาเครื่อง 
หมายไมโครแซทเทลไลท 25 

     4 ลําดับเบสของไพรเมอร ชนดิของลําดับเบสซ้ําที่อยูในระหวางคูไพรเมอร  
และคา Ta ของไพรเมอรทั้ง 9 คู 27 

     5 จีโนไทปของกลวยไมทั้ง 33 ตัวอยางจากการตรวจสอบโดยใชไพรเมอร 9 คู 32 
     6 จํานวนแอลลีล ขนาดผลผลิตพีซีอาร คา observed heterozygosity (Ho), 

expected heterozygosity (He), effective number of allele (ne) และคา 
probability of identity (PI) ของไพรเมอรทั้ง 9 คู 35 

     7 คา similarity index ที่ไดจากการเปรียบเทยีบความสัมพันธทางพันธุกรรม
ระหวางกลวยไม 33 ตัวอยาง 39 

   
 

 
 



 
 
  (3) 

สารบัญภาพ 

 
  ภาพที ่ หนา 
  

1 ผลการตรวจสอบดีเอ็นเอของกลวยไมดวยคูไพรเมอร C32 พบแถบดีเอน็เอ
ขนาดประมาณ 193-204 คูเบส จํานวน 3 แอลลีล (M คือ แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน
1-28 คือ ตัวอยางกลวยไมสกลุแวนดาตัวอยางที่ 1-28 ตามหนาที่ 17) 28 

2 ผลการตรวจสอบดีเอ็นเอของกลวยไมดวยคูไพรเมอร C106 พบแถบดีเอ็นเอ
ขนาดประมาณ 193-205 คูเบส จํานวน 4 แอลลีล (M คือ แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน
1-28 คือ ตัวอยางกลวยไมสกลุแวนดาตัวอยางที่ 1-28 ตามหนาที่ 17) 29 

3 ผลการตรวจสอบดีเอ็นเอของกลวยไมดวยคูไพรเมอร C208 พบแถบดีเอ็นเอ
ขนาดประมาณ 153-190 คูเบส จํานวน 8 แอลลีล (M คือ แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 
1-28 คือ ตัวอยางกลวยไมสกลุแวนดาตัวอยางที่ 1-28 ตามหนาที ่17) 29 

4 ผลการตรวจสอบดีเอ็นเอของกลวยไมดวยคูไพรเมอร C225 พบแถบดีเอ็นเอ
ขนาดประมาณ 206-263 คูเบส จํานวน 9 แอลลีล (M คือ แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 
1-28 คือ ตัวอยางกลวยไมสกลุแวนดาตัวอยางที่ 1-28 ตามหนาที่ 17) 29 

5 ผลการตรวจสอบดีเอ็นเอของกลวยไมดวยคูไพรเมอร C268 พบแถบดีเอ็นเอ
ขนาดประมาณ 187-212 คูเบส จํานวน 5 แอลลีล (M คือ แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 
1-28 คือ ตัวอยางกลวยไมสกลุแวนดาตัวอยางที่ 1-28 ตามหนาที่ 17) 30 

6 ผลการตรวจสอบดีเอ็นเอของกลวยไมดวยคูไพรเมอร C359 พบแถบดีเอ็นเอ
ขนาดประมาณ 152-167 คูเบส จํานวน 6 แอลลีล (M คือ แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 
1-28 คือ ตัวอยางกลวยไมสกลุแวนดาตัวอยางที่ 1-28 ตามหนาที่ 17) 30 

7 ผลการตรวจสอบดีเอ็นเอของกลวยไมดวยคูไพรเมอร C364 พบแถบดีเอ็นเอ
ขนาดประมาณ 296-316 คูเบส จํานวน 6 แอลลีล (M คือ แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 
1-28 คือ ตัวอยางกลวยไมสกลุแวนดาตัวอยางที่ 1-28 ตามหนาที่ 17) 30 

8 ผลการตรวจสอบดีเอ็นเอของกลวยไมดวยคูไพรเมอร MOK26 พบแถบดีเอ็นเอ
ขนาดประมาณ 212-272 คูเบส จํานวน 8 แอลลีล (M คือ แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 
1-28 คือ ตัวอยางกลวยไมสกลุแวนดาตัวอยางที่ 1-28 ตามหนาที่ 17) 31 

 
 



 
 
  (3) 

สารบัญภาพ (ตอ) 

 
ภาพที ่  หนา 

   
9 ผลการตรวจสอบดีเอ็นเอของกลวยไมดวยคูไพรเมอร MOK29 พบแถบดีเอ็นเอ

ขนาดประมาณ 155-175 คูเบส จํานวน 5 แอลลีล (M คือ แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 
1-28 คือ ตัวอยางกลวยไมสกลุแวนดาตัวอยางที่ 1-28 ตามหนาที่ 17) 

 
 

31 
10 ผลการตรวจสอบดีเอ็นเอของกลวยไมดวยคูไพรเมอร C202 พบแถบดีเอ็นเอ

ขนาดประมาณ 149-155 คูเบส จํานวน 2 แอลลีล (M คือ แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 
1-28 คือ ตัวอยางกลวยไมสกลุแวนดาตัวอยางที่ 1-28 ตามหนาที่ 17) 

 
 

31 
11 ผลการตรวจพนัธุพอแมและลูกผสม ดวยไพรเมอร C32 (ก) C106 (ข) C208 (ค) 

C225 (ง)  C268 (จ) C359 (ฉ) C364 (ช) MOK26 (ซ) และ MOK29 (ฌ)   
(M คือ แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน C คือ Vanda Robert’s Delight เปน control   
29 คือ Vanda Doctor Anek  30 คือ Aranda Christine 31 คือ Aranda Woleco 
32 คือ Vanda sanderiana 33 คือ Vanda Doctor Anek x Vanda sanderiana) 

 
 
 
 

36 
12 ความสัมพันธทางพันธุกรรมของตัวอยางกลวยไมทั้ง 33 ตัวอยาง จากการ

วิเคราะหดวยโปรแกรม NTSYS-pc version 2.1m 
 

41 
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  (3) 

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 
 
AFLP = amplified fragment length polymorphism 
He = expected heterozygosity 
Ho = observed heterozygosity 
ISSR = inter simple sequence repeat 
ne = effective number of allele 
PCR = polymerase chain reaction 
PI = probability of identitiy 
RAPD = random amplified polymorphic DNA 
RFLP = restriction fragment length polymorphism 
SRAP = sequence-related amplified polymorphism 
SSR = simple sequence repeat 
STR = short tandem repeat 
Ta = annealing temperature 
Tm = melting temperature 
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Development of Microsatellite Markers for Vanda Orchid 
 

คํานํา 
 

กลวยไม  เปนไมตัดดอกที่สําคัญทางเศรษฐกิจของไทย  มีแหลงกําเนิดอยูในเขตรอน  มี
ประมาณ 796 สกุล  18,000 ชนิด   สําหรับแวนดาเปนกลวยไมสกุลหนึ่ง ที่ไดรับความนิยมสูง 
เนื่องจากมีดอกสวยงาม ขนาดใหญ สีสด ดอกบานทน ชอยาว และรูปทรงสวยไดสัดสวน (ไชยา, 
2534) ในปจจุบันประเทศไทยไดรับการยอมรับวา เปนแหลงผลิตตนพันธุและดอกกลวยไมเมือง
รอนที่สําคัญที่สุดของโลก นอกจากนี้กระทรวงเกษตรและสหกรณ กําหนดใหกลวยไมเปนหนึ่งใน
ส่ีของพืชในกลุม Product champion ของประเทศ ซ่ึงในป 2549 มีปริมาณการสงออกสูงถึง 23,334 
ตัน และทํารายไดจากการสงออก 2,581.01 ลานบาท โดยปริมาณการสงออกมีแนวโนมเพิ่มขึ้น 
(สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2550) ซ่ึงมูลคาจากการสงออกกวาครึ่ง ไดมาจากตลาดในประเทศ
ญ่ีปุน ซ่ึงเปนตลาดที่มีความตองการสินคาที่มีคุณภาพและมีมาตรฐานสูง (จุลภาค  และคณะ, 2548) 

 
การพัฒนางานวิจัยที่เกี่ยวของกับมาตรฐานพันธุกลวยไมสกุลแวนดา ซ่ึงเปนกลวยไมที่เปน

ที่นิยมในปจจุบัน จึงนับวามีความสําคัญตออุตสาหกรรมกลวยไมเปนอยางมาก 
 
เทคนิคการตรวจสอบโดยเครื่องหมายดีเอ็นเอมีหลายวิธี  เชน  RAPD (Random amplified 

polymorphic DNA) (William et al., 1990)  AFLP (Amplified fragment length polymorphism) 
(Vos et al., 1995)  SRAP (Sequence-related amplified polymorphism) (Li and Quiros, 2001)  ซ่ึง
เปนวิธีตรวจสอบแบบสุมโดยการตรวจสอบดีเอ็นเอไดคร้ังละหลายตําแหนง  ใชวิธีการเพิ่มปริมาณ 
ดีเอ็นเอโดยพีซีอาร แบบประยุกต หรือเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท (microsatellite marker) 
หรือ simple sequence repeat (SSR marker) ซ่ึงใชวิธีพีซีอาร แบบที่มีไพรเมอรจําเพาะและเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอในตําแหนงที่แนนอน นิยมใชในการตรวจสอบสิ่งมีชีวิตที่มีพันธุกรรมตางกันไม
มากเนื่องจากการตรวจสอบดีเอ็นเอดวยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท มีความแมนยําสูง สามารถ
บงบอกสภาพพันธุกรรมแบบโฮโมไซโกต และเฮเทอโรไซโกตได  ทําซ้ําไดผลดี จึงสามารถสง
ขอมูลแลกเปลี่ยนระหวางแตละหองปฏิบัติการได เหมาะสําหรับการตรวจสอบเพื่อจดทะเบียนและ
รับรองพันธุ หรือใชศึกษาโครงสรางของประชากร เปนตน ในพืชมีการพัฒนาเครื่องหมายไมโคร 
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แซทเทลไลท เพื่อใชตรวจสอบหลายชนิด เชน พืชตระกูลถ่ัว (Hüttel et al., 1999; He et al., 2003) 
วัชพืชบางชนิด (Juillet et al., 2003) Arabidopsis และ Arabis (Clauss et al., 2002)  กลวยไมสกุล 
Ophyrus (Soliva et al., 2000) เปนตน โดยการพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทในปจจุบันใช
วิธี enrichment เพื่อเพิ่มโอกาสที่จะตรวจพบลําดับเบสที่เปนไมโครแซทเทลไลทมากขึ้น (Cordeiro 
et al., 1999; Rivera et al., 2003) ทําใหการพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลททําไดงายและ
รวดเร็วขึ้น 

 
กลวยไมสกุลแวนดาเปนไมประดับที่มีผูนิยมมาก  มีการพัฒนาพันธุขึ้นมาใหมอยาง

ตอเนื่อง  ทั้งจากหนวยงานภาครัฐและเอกชน  รวมท้ังมีการนําพันธุปาดั้งเดิมมาขยายพันธุทางการ
คา หรือทําเปนพอแมพันธุ  การตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาเพียงอยางเดียวอาจไมเพียงพอ
ตอการระบุสายพันธุ  และยังตองรอจนตนเจริญเต็มที่ดวย  การตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอสามารถ
ทําไดตั้งแตพืชยังมีขนาดเล็กและไดผลแนนอน  มีการนํามาใชตรวจสอบสิ่งมีชีวิตหลายชนิดและ
ยอมรับกันอยางกวางขวาง 

 
วิทยานิพนธนี้ เปนการพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิดไมโครแซทเทลไลทของกลวยไม

สกุลแวนดา โดยวิธี enrichment และนําเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทดังกลาวมาใชในการจําแนก
กลวยไมสกุลแวนดาชนิดตางๆ ดวยเทคนิคพีซีอารเพื่อใหการระบุพันธุแมนยํายิ่งขึ้น 

 



 

 

วัตถุประสงค 
 

เพื่อพัฒนาเครือ่งหมายไมโครแซทเทลไลทสําหรับกลวยไมสกุลแวนดา และนําเครื่อง 
หมายไมโครแซทเทลไลทดังกลาว มาใชในการจําแนกกลวยไมสกุลแวนดาชนิดตางๆ ดวยเทคนิค
พีซีอาร



 

 

การตรวจเอกสาร 

 
1. ขอมูลท่ัวไปของกลวยไม   
 
 กลวยไมเปนพชืใบเลี้ยงเดีย่ว (Subclass Monocotyledoneae) อยูในวงศกลวยไม (Family 
Orchidaceae) ซ่ึงนับเปนวงศที่ใหญที่สุดวงศหนึ่งของพชืมีดอก (Class angiosperm) กลวยไมเปน
พืชที่มีวิวฒันาการและการปรับตัวอยางสูงในหลายรูปแบบ จึงสามารถกระจายพันธุอยูไดในทุก
ภูมิภาคของโลก รูปแบบการเจริญเติบโตของกลวยไมมหีลายแบบ จากการสํารวจพบกลวยไมที่ขึน้
บนตนไม (epiphyte) 73% ที่เหลือพบขึ้นตามพื้นปา (terrestrial) เชน พื้นดิน พื้นหิน และที่ช้ืนแฉะ 
ความแตกตางของชนิดกลวยไมจะพบมากในเขตรอน (tropic) และมักจะเปนกลวยไมอากาศ 
(epiphyte) สวนกลวยไมที่อยูในเขตอบอุน (temperate) มักเปนพวกกลวยไมดิน (terrestrial) 
(ครรชิต, 2547) คาดวาในโลก มีกลวยไมประมาณ 17,000-35,000 ชนิด ปจจุบนัสํารวจและจําแนก
ได 796 สกุล ประมาณ 19,500 ชนิด (Dressler, 1993) สําหรับในประเทศไทยมีจํานวน 178 สกุล 
รวม 1,128 ชนดิ (วีรชัย, 2548) 
 

เนื่องจากกลวยไมมีจํานวนชนิดมากมาย ดังนั้นจึงมีลักษณะตนหลากหลาย ทั้งลักษณะการ
เจริญเติบโต รูปรางของตน ซ่ึงอาจมีลักษณะเปนหัว (tuber) อยูใตดิน เปนเหงา (rhizome) อยูเหนือ
พื้นดิน หรือเปนเหงาเจริญอยูบนตนไม (ปฐพีชล, 2547) ความสูงของตน พบตั้งแต 1 นิ้ว และให
ดอกมีขนาดเทาหัวเข็มหมุด ไปจนถึงตนสูง 3 เมตร หรือมีลําเปนเถายาว มากกวา 20 เมตร และให
ชอดอกยาวถึง 15 ฟุต (Shuttleworth et al., 1970) 
 
2. ลักษณะทางพฤกศาสตรของกลวยไมสกุลแวนดา 
 

กลวยไมสกุลแวนดา จัดอยูใน Subfamily Epidendroideae และ Tribe Vandeae มีการ
กระจายพันธุอยูในทวีปเอเชีย ตั้งแตอินเดีย ศรีลังกา พมา ไทย อินโดนีเซีย จนถึงฟลิปปนส โดยพบ
ในปาธรรมชาติประมาณ 40 ชนิด (มาลินี, 2542) ลักษณะทางพฤกษศาสตรของกลวยไมสกุลแวนดา 
มีดังนี้ 

 
ราก เปนรากอากาศ ที่ผิวนอกของราก มี multiple epidermis หรือ velamen ซ่ึงมีลักษณะ

คลายฟองน้ํา หุมตลอดความยาวราก ทําหนาที่อุมน้ําเกบ็ไว เพื่อปองกันการขาดน้ํา ปองกันเนื้อเยื่อ
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ภายในไดรับบาดแผล และชวยยึดเกาะตดิกับตนไม นอกจากนี้รากกลวยไม ยังมีคลอโรฟลล จึง
สามารถสังเคราะหแสงได (ครรชิต, 2547) 

 
ลําตน มีลักษณะการเจริญเติบโตเปนแบบโมโนโพเดียล (monopodial) คือ มีการ

เจริญเติบโตไปทางยอดสูงขึ้นเรื่อยๆโดยไมมีการแตกกอ (ระพี, 2530) 
 
แผนใบ (Leaf blade) มีการเรียงตัวของเสนใบเปนแบบขนาน สวนรูปแบบการเรียงตัวของ

ใบจะซอนสลับกัน โดยใบออนในขณะที่มีสภาพเปนตา (vernation) จะเรียงซอนกัน เรียกวา 
duplicate (ระพี, 2530) ใบของกลวยไมสกุลแวนดา มีรูปรางลักษณะที่แตกตางกัน 3 แบบ จึงมีการ
จําแนกประเภทของแวนดาออกเปน 3 ประเภทตามลักษณะของใบ (สําอางค, 2548) ดังนี้ 

 
1. แวนดาใบกลม มีใบกลมยาวทรงกระบอก ตนสูง ขอหาง โดยสังเกตไดจากการทีใ่บอยู

หางกัน  
2. แวนดาใบแบน มีใบแผแบนออก ถาใชมีดตัดตามขวางของใบ จะเหน็เปนรูปตัววี (V) มี

ขอถ่ี ปลองสั้น จะเห็นใบซอนชิดกัน ปลายใบมักจะโคงลง และมีจักเปนแฉก 
3. แวนดาใบรอง เกิดจากการผสมระหวางแวนดาใบกลมกับแวนดาใบแบน ลักษณะของ 

ลําตนเตี้ยกวาแวนดาใบกลม ใบมีรูปทรงกระบอก แตบนสันของใบจะเปนรองยาวตลอดใบ แวนดา
ประเภทนี้จะไมพบในปาธรรมชาติ  

 
กาบใบ (Leaf sheath) เปนสวนที่มีลักษณะเปนแผนบาง ตอลงไปจากโคนใบ ทําหนาที่

คลายกับกานใบ โดยเชื่อมโยงระหวางโคนของแผนใบกับลําตนบริเวณขอ และกาบใบจะโอบรอบ
ลําตนตรงสวนปลอง ซ่ึงอยูเหนือจากขอที่โคนกาบใบนั้นติดอยู (ระพี, 2530) 

 
ชอดอก (Inflorescence) มีลักษณะกานยาว โดยไมแตกแขนง มีช่ือทางวิชาการวา เรซีม 

(receme) คือ ดอกที่โคนชอจะบานกอน และบานเรียงไลขึ้นไปยังดอกที่ออนกวาตามลําดับ (ปฐพี
ชล, 2547) ชอดอกหนึ่งๆ มีหลายดอก ชอมีลักษณะตั้งตรง และแข็ง สวนที่อยูใตดอกลางสุดลงมาถึง
โคนชอดอก เรียกวา กานชอดอก (scape หรือ peduncle) สวนที่เหนือข้ึนไปจากดอกลางสุด ถึงยอด
ของชอดอก เรียกวา แกนชอดอก (rachis) ดอกแตละดอก มีกานดอก เรียกวา กานดอกยอย (pedicel) 
บริเวณโคนกานดอกจะพบกาบรองดอก (bract) อยูเสมอ ชอดอกเกิดจากตาที่อยูเหนือขอ ทาง
ดานขางลําตน โดยจะเจริญแทงผานกาบใบออกมา (ระพี, 2530) 
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ดอก มีโครงสรางประกอบดวยกลีบชั้นนอก (sepal) 3 กลีบ กลีบชั้นใน (petal) 3 กลีบ กลีบ
ช้ันนอกนั้น จะอยูขางบนหนึ่งกลีบ และขางลาง 2 กลีบ กลีบชั้นใน จะมีกลีบหนึ่งอยูขางลาง อีก 2 
กลีบอยูขางบน (มาลินี, 2542) ทั้งกลีบชั้นนอกและกลีบชั้นในมีรูปรางคลายคลึงกัน แตกลีบชั้นใน
ดานลางจะเปลี่ยนไป มีลักษณะเปนเดือยแหลม ยื่นออกมา เรียกวา ปาก หรือ กระเปา ปากของ
แวนดาจะแบนเปนแผนแข็ง และพุงออกดานหนา รูปรางคลายชอน โดยมีหูกระเปา แข็งและตั้งขึ้น
ทั้งสองขาง (ไชยา, 2534) สวนเกสรเพศผูและเกสรเพศเมีย จะรวมกันอยูในสวนกลางของดอก 
เรียกวา เสาเกสร (column) ซ่ึงจะยื่นออกมาที่จุดเดียวกันกับที่โคนกลีบดอก ปลายสุดของเสาเกสร
จะมีเรณู (pollen) โดยแวนดาจะมีเกสรเพศผู 1 ชุด อับเรณูสวนบน จะแยกออกเปนฝาปด 
(operculum) และรวงหลุดไดงาย ละอองเรณูจับเปนกอนแข็ง (pollinia) มีกาน (stipe) และฐานหรือ
แปนยึดกาน (disc) ใตเกสรเพศผูลงมา จะเปนแองเกสรเพศเมีย (stigma surface) ซ่ึงจะมีน้ําเหนียวๆ
อยูเต็มแอง บริเวณกานดอกสวนที่อยูชิดกับโคนกลีบดอก ซ่ึงจะมีขนาดใหญกวากานดอกที่ต่ําลงไป 
กานดอกสวนนี้จะเปนที่อยูของรังไข ภายในรังไขจะมีไขออนเปนเม็ดเล็กๆ อยูมากมาย (มาลินี, 
2542) เมื่อไขเหลานี้ไดรับการผสมก็จะเจริญกลายเปนเมล็ด สวนรังไขจะเจริญเปนฝกในที่สุด 

 
ฝก หรือผลของแวนดา มักจะติดอยูกับกานในลักษณะตั้งเอาปลายชี้ขึ้น ภายในฝกจะมีเมล็ด

ซ่ึงมีขนาดเล็กเหมือนฝุนผง ในแตละฝกจะมีเมล็ดเปนจํานวนมาก (ระพี, 2530) เมล็ดมีน้ําหนักเบา 
เนื่องจากไมมีอาหารสะสม (endosperm) ทําใหสามารถปลิวไปตามลมไดงาย และเปนระยะทางไกล 
(ครรชิต, 2547) 

 
กลวยไมสกุลแวนดา จัดเปนกลวยไมสกุลหลัก ในบรรดากลวยไมสกุลตางๆในประเภทโม

โนโพเดียลที่มีดอกสวยงาม เนื่องจากมีลักษณะเดนหลายประการ เชน ความสวยงามของดอกที่มี
ขนาดใหญ สีสด และแปลก ดอกบานทน ชอดอกมีกานแข็ง ชอยาว และรูปทรงสวยไดสัดสวน จึง
ไดรับความนิยมอยางกวางขวาง และเลี้ยงกันมากในประเทศไทย ไมยิ่งหยอนกวากลวยไมสกุล
หวาย และสกุลแคทลียา ที่เปนเชนนี้ก็เพราะกลวยไมสกุลนี้มีลักษณะดี (ไชยา, 2534) คือ 
 

1. ปลูกเลี้ยงงาย เจริญงอกงามไดดี เนื่องจากกลวยไมสกลุนี้ชอบอากาศรอน ช้ืน และมี
แสงแดดเพียงพอ ดังสภาพของประเทศไทย 

2. มีความสําคัญในการตัดดอก รองจากกลวยไมสกุลหวาย 
3.สามารถใชผสมปรับปรุงพันธุไดอยางกวางขวาง ทั้งการผสมในสกุลเดียวกัน และผสม

ขามสกุล 
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4. ลูกผสมที่เกิดขึ้น มีลักษณะและสีสันเปลี่ยนไป ทําใหไดกลวยไมใหมที่สวยงามยิ่งขึ้น 
 
3. เทคนิคพีซีอาร (PCR, Polymerase chain reaction) 
 

ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (polymerase chain reaction) หรือพีซีอาร เปนเทคนิคที่ใชเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอเปาหมาย ซ่ึงอยูในสารละลายรวมกับดีเอ็นเออื่น โดยไมจําเปนตองทําใหช้ินดีเอ็นเอ
ดังกลาวบริสุทธิ์กอน สามารถแยกสวนของดีเอ็นเอที่สนใจโดยไมตองนําไปขยายเพิ่มปริมาณใน
เซลลหรือนําไปโคลน การทําพีซีอาร คือ การสังเคราะหดีเอ็นเอโดยใชเอนไซมดีเอ็นเอโพลีเมอเรส
ซํ้ากันหลายๆ รอบ เพื่อใหไดดีเอ็นเอปริมาณเพิ่มขึ้นเปนทวีคูณ การสังเคราะหดีเอ็นเอจะเกิดขึ้นได 
จําเปนตองมีไพรเมอรดวย ดังนั้นจึงใชไพรเมอร 2 ชนิด ที่มีเบสคูสมกับปลายทั้ง 2 ดานของดีเอ็นเอ
บริเวณที่ตองการเพิ่มปริมาณ โดยไพรเมอรจะเกาะกับดีเอ็นเอคนละสาย และมีปลาย 3' ในทิศ
ทางเขาหากัน ดังนั้นขอกําหนดในการทําพีซีอาร คือตองทราบลําดับเบสของดีเอ็นเอบริเวณที่
ตองการเพิ่มปริมาณ ซ่ึงอาจทราบลําดับเบสทั้งหมดหรือทราบเฉพาะสวนปลายก็ได เพื่อการ
ออกแบบสังเคราะหไพรเมอรมาใชในปฏิกิริยาตอไป บริเวณหรือช้ินสวนดีเอ็นเอที่ เกิดการ
สังเคราะหเพิ่มปริมาณขึ้น จะมีขนาดความยาวเทากับชิ้นดีเอ็นเอจากปลาย 5' ของไพรเมอรหนึ่งถึง
ปลาย 5' ของไพรเมอรอีกชนิดหนึ่งนั่นเอง (สุรินทร, 2545) 

 
ไพรเมอรที่ใชเปนโอลิโกนิวคลีโอไทดความยาวประมาณ 20-35 เบส วิธีทําคือสกัดดีเอ็นเอ

ออกจากเซลล นํามาใสรวมกับไพรเมอร บัฟเฟอร ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไซดไตรฟอสเฟต (dNTP) 
ทั้ง 4 ชนิด ทําใหดีเอ็นเอตนแบบแยกเปนสายเดี่ยว (denaturation) โดยใชความรอน แลวลดอุณหภูมิ
ลงอยางรวดเร็ว เพื่อใหไพรเมอรที่มีเบสเปนคูสมกับสวนปลายของชิ้นดีเอ็นเอเปาหมาย และมี
ปริมาณมากกวาชิ้นดีเอ็นเออื่นๆ มากมาย เขามาจับคูกับสวนของดีเอ็นเอที่ตองการ (annealing) ขั้น
สุดทายจึงเปลี่ยนอุณหภูมิใหพอเหมาะกับการทํางานของเอนไซมดีเอ็นเอโพลีเมอเรสที่ใสลงใน
ปฏิกิริยา เอนไซมจะทําหนาที่สังเคราะหดีเอ็นเอตอจากไพรเมอร (primer extension) โดยมีดีเอ็นเอ
เปาหมายเดิมเปนตนแบบ เมื่อปฏิกิริยาดําเนินไปครบทั้ง 3 ขั้นตอน โมเลกุลดีเอ็นเอเปาหมายจะ
เพิ่มขึ้นเปน 2 เทา ดังนั้นถาดําเนินปฏิกิริยาซ้ํากันหลายๆ รอบ ปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายจะเพิ่มขึ้น
จนถึง 2n เทา เมื่อปฏิกิริยาผานไป n รอบ (สุรินทร, 2545) 
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4. เคร่ืองหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) 
 

เครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) หมายถึง ดีเอ็นเอที่ใชเปนเครื่องหมายบงชี้ความจําเพาะ
ของส่ิงมีชีวิตตัวหนึ่ง สายพันธุหนึ่ง สปชีสหนึ่ง หรือในระดับตางสปชีส โดยเปนดีเอ็นเอที่อยูที่
ตําแหนงหนึ่งบนโครโมโซม (nuclear DNA) หรือดีเอ็นเอในออรแกเนลล (mitochondrial DNA 
หรือ chloroplast DNA) การที่สามารถใชดีเอ็นเอเปนเครื่องหมายไดเนื่องจากเกิดความแปรปรวน 
(variation) ของนิวคลีโอไทดในโมเลกุลดีเอ็นเอ หรือเกิดโพลีมอรฟซึม (polymorphism) ของลําดับ
เบสในโมเลกุลของดีเอ็นเอ (สุรินทร, 2545) 

 
วิธีการตรวจสอบโพลีมอรฟซึมของดีเอ็นเอ (DNA polymorphism) ทําไดโดยการหาลําดับ

เบสในโมเลกุลของดีเอ็นเอ (DNA sequencing) หรือตรวจสอบโดยใชเครื่องหมายดีเอ็นเอ ซ่ึงการ
ตรวจสอบเครื่องหมายดีเอ็นเอสามารถทําไดหลายวิธี เชน ใชการไฮบริไดเซชันดวยวิธี RFLP 
(Restriction Fragment Length Polymorphism) ใชการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอาร โดยมีวิธีที่
แตกตางกันไป เชน RAPD (Random amplified polymorphic DNA) (William et al., 1990)  AFLP 
(Amplified fragment length polymorphism) (Vos et al., 1995)  SRAP (Sequence-related amplified 
polymorphism) (Li and Quiros, 2001) การศึกษาโพลีมอรฟซึมของดีเอ็นเอชุดซ้ําสั้นๆ (VNTR) 
รวมทั้งการศึกษาดีเอ็นเอในออรแกเนลลตางๆโดยวิธีพีซีอาร  

 
5. การจําแนกพันธุกลวยไมโดยใชเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ 
 

ในปจจุบันการพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอเพื่อใชจําแนกพันธุของกลวยไม มีการทํากันอยาง
แพรหลาย ทั้งทางดานชนิดพันธุของกลวยไมและชนิดของเครื่องหมายดีเอ็นเอที่ใช อาทิเชน ใช
เทคนิค RAPD ในการจําแนกกลวยไมสกุลแวนดาฟามุย แวนดาแซนเดอเรียนา และลูกผสม โดยใช
ไพรเมอร 9 คู ทําใหเกิดแถบดีเอ็นเอ 126 แถบ พบวาแวนดาฟามุย และแซนเดอเรียนา มีดัชนีความ
เหมือนระหวางชนิด 0.28 และมีดัชนีความเหมือนภายในชนิด 0.62 และ 0.48 ตามลําดับ (ดวงพร, 
2543) ใชศึกษาความสัมพันธของกลวยไมสกุลแวนดา และสรุปวา ควรแยก Vanda teres และ 
Vanda hookeriana ใหอยูในสกุล Papilionanthe สวน Vanda sanderiana ก็ใหจัดอยูในสกุลแวนดา
เชนเดิม (Lim et al., 1999) และยังใชเทคนิค RAPD ในการศึกษาโพลีมอรฟซึมในกลวยไมสกลุแคท
ลียา (Cattleya) โดยใชไพรเมอรจํานวน 10 ชนิด พบวามีไพรเมอร 9 ชนิด ที่ทําใหเกิดลายพิมพดีเอ็น
เอที่เปนเอกลักษณ โดยมีดัชนีความเหมือนอยูในชวง 0.22-0.61 (Benner et al., 1995) และมี
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การศึกษาความสัมพันธระหวางชนิดของกลวยไมรองเทานารี หมวด Brachypetalum จํานวน 6 ชนดิ 
โดยใชไพรเมอร 8 คู โดยประเดิม (2543) ไดรายงานผลวาไมพบลายพิมพดีเอ็นเอที่เปนเอกลักษณ 
แตสามารถหาความสัมพันธของกลวยไมรองเทานารีทั้ง 6 ชนิดไดจากแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้น 122 
แถบ และสรางเปน dendrogram ได สําหรับกลวยไมออนซิเดียม (Oncidiinae) ก็มีการศึกษา
ความสัมพันธโดยใชเทคนิค RAPD เชนกัน โดยพบวามีไพรเมอร 14 ชนิด ที่ทําใหเกิดแถบดีเอ็นเอ
เฉพาะในกลวยไมออนซิเดียมที่ศึกษาจํานวน 24 ชนิด มีคาดัชนีความเหมือนอยูในชวง 0.25-0.71 
และสามารถแบงกลุมกลวยไมดังกลาวไดเปน 6 กลุม (Tsai et al., 2002) นอกจากนี้ยังมีการใช
เทคนิค RAPD ในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมในกลวยไมอ่ืนๆ อีก เชน กลวยไมซิมบิ
เดียม (Cymbidium) (Choi et al., 2006) เปนตน 

 
นอกจากเทคนิค RAPD แลว ยังมีการใชเครื่องหมาย allozyme ในการศึกษาความ

หลากหลายทางพันธุกรรม และวิเคราะหความสัมพันธของกลวยไม Pterostylis จํานวน 6 ชนิด โดย 
Sharma et al. (2001) พบวา เครื่องหมาย allozyme สามารถแยกความแตกตางระหวางประชากร
กลวยไม Pterostylisไดอยางชัดเจน โดยมีดัชนีความเหมือนภายในประชากร อยูในชวง 0.859-0.877 
และใชเครื่องหมาย RAPD รวมกับ allozyme ในการตรวจหาความผันแปรทางพันธุกรรมของ
ประชากรกลวยไม 3 ชนิด (Sun and Wong, 2001) พบวา ไมมีความผันแปรของ allozyme ที่เปน
ลักษณะเฉพาะของกลวยไม ทั้ง 3 ชนิด แตในเครื่องหมาย RAPD พบวามีความผันแปรทาง
พันธุกรรมภายในประชากรของ Zeuxine garacilis และ Eulophia sinensis แตในประชากรของ Z. 
strateumatica พบวามีความผันแปรเพียงเล็กนอยเทานั้น และพบวารูปแบบความผันแปรทาง
พันธุกรรม มีความสัมพันธกับระบบการผสมพันธุอยางชัดเจน 

 
เทคนิค AFLP เปนเครื่องหมายดเีอ็นเออีกชนิดหนึ่ง ที่มีผูนํามาใชในการจําแนกกลวยไม

สกุลแวนดา โดย Chen et al. (1999) ไดตรวจสอบรปูแบบของแถบดีเอ็นเอที่ไดจากเนื้อเยื่อสวน
ตางๆ ของกลวยไม เชน ใบ และดอก ที่เกบ็ในเวลาตางกนั โดยใชไพรเมอร EcoRI+4 และ MseI+3 
พบโพลีมอรฟซึมในลูกผสมคูเดียวกัน มากกวา 10 เปอรเซ็นต และพบโพลีมอรฟซึมจากการกลาย
ของโคลนเดียวกันเพียง 0.3-0.7 เปอรเซ็นต 
 

สําหรับกลวยไมสกุลหวาย Tsai et al. (2004) ไดศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมจากการ
วิเคราะหลําดับเบสสวน ITS (internal transcribed spacer) ในกลวยไมของไตหวันจํานวน 12 ชนิด
และจากการหาระยะหางทางพันธุกรรม (genetic distance) พบวาควรแยก D. furcatopedicellatum 
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และ D. somai ออกจากกลวยไมสกุลหวาย ในปตอมา สุรินทร และคณะ (2548) ไดทําการ
ตรวจสอบดีเอ็นเอโดยโคลนสวนของ ITS มาหาลําดับเบส และออกแบบไพรเมอร แลวนําไพรเมอร
ที่ไดมาตรวจสอบกับตัวอยางกลวยไมสกุลหวายจํานวน 47 ตัวอยาง โดยตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
6 ชนิด พบวาสามารถแยกตัวอยางกลวยไมพันธุพื้นเมืองและพันธุการคาไดเกือบทั้งหมด  

 
นอกจากนี้ ยังมีการจําแนกกลวยไมสกุลหวาย โดยการสรางโพรบที่มีความจําเพาะกับ

กลวยไมชนิดตางๆ (species-specific probe) ดวยเทคนิค suppression subtraction hybridization 
(SSH) และ DNA array โดย Li และคณะ (2004) รายงานวาเทคนิคนี้ มีประสิทธิภาพสูงในการ
จําแนกกลวยไมดวยโพรบที่จําเพาะเจาะจง 

 
6. เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท (Microsatellite Marker) 
 

ไมโครแซทเทลไลท (Microsatellite) หมายถึง ลําดับเบสที่มีลักษณะซ้ํากันเรียงอยู
ตอเนื่องกันที่ตําแหนงหนึ่งๆ ในจีโนม แตละชุดซ้ําประกอบดวยเบส 1-6 เบส ชุดที่ซํ้ากันนี้จะอยู
ติดกันแบบหัวตอหาง เชน (A)n, (CA)n, (TCC)n และ (GATA)n เปนตน เมื่อ n คือจํานวนชุดซ้ํา พบ
ในสิ่งมีชีวิตทุกชนิดที่ศึกษา มีวิธีเรียกแบบอื่น ไดแก simple sequence repeat (SSR) หรือ short 
tandem repeat (STR) ลําดับเบสแบบไมโครแซทเทลไลทนี้มีการกระจายตัวทั้งจีโนม แตไม
สม่ําเสมอ บางบริเวณก็พบมาก บางบริเวณก็พบนอยกวา ตามแตชนิดของสิ่งมีชีวิต การกระจายตัว
ของไมโครแซทเทลไลทสวนใหญอยูในบริเวณที่ไมใชยีน หรือสวนนํารหัสของยีน (noncoding 
region) (สุรินทร, 2549) 
 

ลักษณะของไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอ สามารถจําแนกไดเปน 3 ประเภท (Weber and 
May, 1990) ดังนี้ 

 
1. Perfect repeat เปนไมโครแซทเทลไลทที่มีลําดับเบส 2 ตัว หรือมากกวา เรียงซ้ํากนัไป

เร่ือยๆ เชน (CA)n 
2. Compound repeat เปนไมโครแซทเทลไลทที่มีลําดับเบสหลายชนิดเรียงตอกัน เชน 

(CA)n(GT)n 
3. Imperfect repeat เปนไมโครแซทเทลไลทที่มีเบสอื่นเขามาแทรกในลําดับเบสซ้ํา ซ่ึงเกิด

จากการกลาย เชน (CA)n(N)n(CA)n 
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หนาที่ของไมโครแซทเทลไลท ยังไมทราบแนชัด มีไมโครแซทเทลไลทบางสวนที่มีการ
อนุรักษ (conserved) โดยพบอยูที่ตําแหนงเดียวกันในสิ่งมีชีวิตหลายชนิด บางสวนทําหนาที่ได
เนื่องจากอยูในสวนนํารหัสของยีน นอกจากนี้ยังพบวาไมโครแซทเทลไลทบางชนิด สามารถจับกับ
โปรตีนที่จําเพาะ และทําหนาที่เปนตัวกระตุนการแสดงออกของยีน (enhancer) โดยความ
แปรปรวนของจํานวนซ้ํา มีผลตอการควบคุมการทํางานของยีน ลําดับเบสของไมโครแซทเทลไลท
บางแบบยังมีผลตอโครงสรางของโครมาตินดวย (Godldstein and Schlötterer, 1999) 

 
ลําดับเบสแบบไมโครแซทเทลไลทเปนลําดับเบสที่ไมเสถียร มีอัตราการกลายพันธุสูงกวา

ลําดับเบสทั่วๆ ไป โดยการกลายพันธุของไมโครแซทเทลไลทมักเกิดจากการขาดหายไปของลําดับ
เบสซ้ํา (deletion) หรือการเพิ่มขึ้นของลําดับเบสซ้ํา (insertion) ตางจากลําดับเบสทั่วไปที่มักเกิดการ
กลายแบบการแทนที่เบส โดยการเพิ่มขึ้นหรือลดลงของชุดซ้ํามีกลไก 2 แบบ คือการเลื่อนของสายดี
เอ็นเอที่จับคูกันขณะเกิดการจําลองโมเลกุล (Slip-strand mispairing) หรือที่เรียกวาเกิด slippage 
(Levinson and Gutman, 1987) และการแลกเปลี่ยนชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ไมเทากัน (unequal crossing 
over) (Richard and Pâques, 2000) 

 
เนื่องจากลําดับเบสแบบไมโครแซทเทลไลท มีอัตราการกลายพันธุสูงประกอบกับมีการ

กระจายอยูทั่วไปในจีโนม จึงมีการนําดีเอ็นเอในสวนนี้มาใชศึกษาในทางพันธุกรรมกันอยาง
กวางขวาง ทั้งในดานการใชเปนเครื่องหมายดีเอ็นเอในการทําแผนที่โครโมโซม การศึกษา
วิวัฒนาการ และความสัมพันธของส่ิงมีชีวิต โดยเฉพาะในสิ่งมีชีวิตที่มีความแปรปรวนในระดับดี
เอ็นเอต่ํา  (Areshchenkova and Ganal, 2002) 

 
การตรวจสอบดีเอ็นเอสวนที่ เปนไมโครแซทเทลไลท ทําไดหลายวิธี ไดแก การทํา 

Southern blot hybridization โดยตัดจีโนมมิกดีเอ็นเอดวยเอนไซมตัดจําเพาะ แยกขนาดดีเอ็นเอโดย
การทําอิเล็กโทรโฟรีซิส ยายแถบดีเอ็นเอไปบนแผนเมมเบรน แลวไฮบริไดซกับโพรบที่เปนสวน
ของไมโครแซทเทลไลท เชน (CA)10 วิธีนี้จะตรวจสอบดีเอ็นเอบริเวณที่มีลําดับเบสเปนไมโครแซท
เทลไลท แบบใดแบบหนึ่งตามชนิดของโพรบจากหลายตําแหนงพรอมๆ กัน (multi-locus marker) 
หรืออาจดัดแปลงมาใชเทคนิคพีซีอาร โดยสังเคราะหไพรเมอรที่มีลําดับเบสแบบไมโครแซทเทล
ไลท นํามาใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยใชไพรเมอรเพียงชนิดเดียว โดยไพรเมอรจะไปจับกับ
ลําดับเบสของไมโครแซทเทลไลทชนิดเดียวกันไดหลายตําแหนง และเกิดการเพิ่มปริมาณดีอ็นเอได
จากหลายบริเวณ วิธีนี้เรียกวา microsatellite primed PCR (MP-PCR) จากวิธีนี้มีการประยุกตใชไพร
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เมอรที่เพิ่มเบสอื่นที่ไมไดเปนสวนของชุดซ้ํา เขาที่ปลายของไพรเมอรเดิมอีก 1-3 เบส เพื่อใหการ
จับตัวของไพรเมอรกับตําแหนงไมโครแซทเทลไลทในจีโนมมีความจําเพาะมากขึ้น โดยสวนของดี
เอ็นเอที่เพิ่มปริมาณได คือบริเวณที่อยูระหวางสวนของไมโครแซทเทลไลทที่ใชเปนไพรเมอร จึงมี
ช่ือเรียกใหมวา inter simple sequence repeat (ISSR) ซ่ึงเปนเครื่องหมายที่ตรวจสอบดีเอ็นเอได
หลายตําแหนงพรอมกัน โดยไมจําเปนตองทราบขอมูลลําดับเบสใดๆ ในจีโนมมากอน (สุรินทร, 
2549) 

 
เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทที่นิยมใชในปจจุบัน เปนการตรวจสอบไมโครแซทเทล

ไลทชนิดใดชนิดหนึ่งที่ตําแหนงจําเพาะ คร้ังละ 1 ตําแหนง (single-locus marker) โดยเทคนิคพีซี
อาร จึงตองใชไพรเมอร 2 ชนิด ที่มีลําดับเบสเปนคูสมกับลําดับเบสที่อยูขนาบขางของไมโครแซท
เทลไลท (flanking DNA) ที่ตําแหนงดังกลาว และจําเปนตองมีขอมูลลําดับเบสที่ตองการ ดังนั้นจึง
ตองพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทสําหรับสิ่งมีชีวิตที่ตองการศึกษากอน (สุรินทร, 2549) 

 
วิธีการพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท แบบดั้งเดิมนั้น จะใชเทคนิคทางดานพันธุ

ศาสตรโมเลกุล เตรียมหองสมุดจีโนม (genomic library) โดยการตัดจีโนมิกดีเอ็นเอ (genomic 
DNA) ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction enzyme)  แลวเชื่อมชิ้นดีเอ็นเอดังกลาวกับดีเอ็นเอพาหะ 
(DNA vector) ถายเขาสูแบคทีเรียเพื่อเพิ่มจํานวน จากนั้นคัดเลือกโคลนโดยการไฮบริไดเซชันกับ
โพรบที่เปนไมโครแซทเทลไลท (SSR probe) แลวแยกดีเอ็นเอออกจากแบคทีเรียเพื่อหาลําดับเบสที่
อยูขนาบขางกับไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอ และออกแบบไพรเมอร ซ่ึงเปนวิธีการที่ยุงยากและใช
เวลานาน (He et al., 2003) ในปจจุบันการพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทนิยมใชวิธี 
enrichment โดยการเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอรวมกับการไฮบริไดเซชันชิ้นดีเอ็นเอกับโพรบที่
เปนไมโครแซทเทลไลทที่ติดปลายดวยไบโอติน (biotin) และแยกชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการดวย 
magnetic bead ที่หุมดวย streptavidin (Edwards et al., 1996) ซ่ึงหลังจากกําจัดดีเอ็นเอสวนเกิน
ออกไปแลวจะมีช้ินดีเอ็นเอที่มีลําดับเบสแบบไมโครแซทเทลไลท 50-90 เปอรเซ็นต กอนจะเชื่อม
กับดีเอ็นเอพาหะตอไป (Butcher et al., 2000) วิธีการ enrichment นี้มีประสิทธิภาพสูง และใชเวลา
ในการพัฒนานอยกวาวิธีดั้งเดิม (Billotte et al., 2001) จากขอดีของวิธี enrichment จึงมีผูใชวิธีนี้
พัฒนาการหาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทเพื่อตรวจสอบสิ่งมีชีวิตกันอยางกวางขวาง 

 
การพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทมีวิธีการที่ยุงยาก และเสียคาใชจายสูง แต

หลังจากการพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทไดแลว สามารถนําไปใชไดงาย เนื่องจากเปน
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เครื่องหมายดีเอ็นเอที่ใชวิธีการเพิ่มปริมาณโดยวิธีพีซีอาร จึงตองการดีเอ็นเอตนแบบปริมาณนอย 
และช้ินสวนดีเอ็นเอที่ตองการตรวจสอบก็มีขนาดเล็ก จึงใชดีเอ็นเอตัวอยางที่ไมตองมีคุณภาพมาก
นัก นอกจากนี้ ผลการตรวจสอบยังมีความแมนยํา สามารถสงขอมูลลําดับเบสของไพรเมอรเพื่อ
นําไปใชที่หองปฏิบัตการใดก็ได มีโพลีมอรฟซึมสูง และยังมีการขมแบบ codominance จึงสามารถ
แยกความแตกตางระหวางโฮโมไซโกต และเฮเทอโรไซโกตได มีการกระจายทั่วทั้งจีโนม เหมาะ
สําหรับใชในการทําแผนที่จีโนม ตรวจสอบเอกลักษณของสิ่งมีชีวิต ตรวจสอบความสัมพันธทาง
พันธุกรรม และสามารถนําไปประยุกตใชในดานตางๆ อีกมากมาย (สุรินทร, 2549) 

 
7. การใชเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทในการตรวจสอบกลวยไม 
 

งานวิจัยเกี่ยวกับการใชเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิดไมโครแซทเทลไลท ในกลวยไม มีการ
นําเสนอออกมามากมาย อาทิเชน Lim et al. (2007) ไดพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท
จํานวน 13 เครื่องหมาย จากกลวยไมแวนดา Miss Joaquim และนํามาตรวจสอบโพลีมอรฟซึมกับ
กลวยไมแวนดาพันธุอ่ืนอีก 4 ชนิด แวนดาลูกผสม 11 ชนิด และอะแรนดาอีก 1 ชนิด โดยพบวามี
จํานวนแอลลีลตั้งแต 2-19 แอลลีลตอตําแหนง และศึกษาประชากรของ V. sumatrana พบวามีคา He 
อยูในชวง 0-0.76 และมีคา Ho อยูในชวง 0-1  

 
ในป 2548 ไดมีการใชเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท ในการศึกษาความสัมพันธของ

กลวยไมสกุลหวาย (จุลภาค และคณะ, 2548) ตรวจสอบจีโนไทปของกลวยไมสกุลหวายพันธุ
การคา 12 พันธุ โดยใชเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท 16 ตําแหนง พบวามีจํานวนแอลลีลทั้งสิ้น 
92 แอลลีล เฉลี่ย 5.75 แอลลีลตอตําแหนง สามารถแยกความแตกตางของพันธุกลวยไมทั้ง 12 พันธุ 
ไดอยางชัดเจน และใชเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทในการตรวจสอบพันธุประวัติ และสราง
ฐานขอมูลของกลวยไมสกุลหวายในประเทศไทยอีกดวย และในปถัดมา Yue et al. (2006) ก็ได
พัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทในกลวยไมสกุลหวายเชนกัน โดยใชเครื่องหมายไมโคร 
แซทเทลไลท 14 เครื่องหมาย ในการตรวจหาโพลีมอรฟซึมของกลวยไมสกุลหวาย 42 พันธุ พบวามี
จํานวนแอลลีลตอตําแหนงเฉลี่ย 12.0±1.9 และมีคา Ho เฉลี่ย 0.70 
 
 นอกจากนี้ มีการตรวจสอบกลวยไม Gymnadenia conopsea โดยใชเครื่องหมายไมโคร 
แซทเทลไลท จากหองสมุดจีโนมแบบ unenriched และ enriched พบเครื่องหมายไมโครแซทเทล
ไลท 6 ตําแหนง มีจํานวนแอลลีล 4-10 แอลลีลตอตําแหนง และมีคา degree of polymorphism สูง 
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(Ho = 0.40-0.90 และ He = 0.54-0.88) (Gustafsson and Thoren, 2001) และมีรายงานการศึกษา
กลวยไม Gymnadenia conopsea โดยใชเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทอีกครั้งในป 2002 โดย
ออกแบบไพรเมอรจากไมโครแซทเทลไลท 7 คู และพบวามีเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท 4 คู ที่
มีโพลีมอรฟซึมสูงโดยมี 16-25 แอลลีลตอตําแหนง และมีคา Ho และ He อยูในชวง 0.36-0.67 และ 
0.37-0.82 ตามลําดับ (Compebell et al., 2002) และมีการเปรียบเทียบความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของกลวยไม Gymnadenia odoratissima กับ G. conopsea โดยใชเครื่องหมายไมโคร 
แซทเทลไลท (Gustafsson and SjÖgren-Gulve , 2002)  พบวา G. odoratissima มีความผันแปรทาง
พันธุกรรมภายในประชากรต่ํา และมีความผันแปรทางพันธุกรรมระหวางประชากรสูงกวา G. 
conopsea โดย G. conopsea มี He = 0.6-0.8 และ FST = 0.06 สวน G. odoratissima มี  He = 0.3-0.7 
และ FST = 0.19 
 
 ในกลวยไม Serapias vomeracea มีการศึกษาความผันแปรทางพันธุกรรม โดยใชไพรเมอร
จํานวน 18 คู และพบวาไพรเมอร 6 คู มีความผันแปรทางพันธุกรรมสูง โดยมีจํานวนแอลลีล 3-6 
แอลลีลตอตําแหนง และมี Ho อยูในชวง 0.35-0.86 (Pellegrino et al., 2001) นอกจากนี้ Pellegrino et 
al.(2004) ยังใชเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท ในการจําแนกกลวยไม Serapias ชนิดตางๆ และ
คาดวาจะสามารถทํานายวิวัฒนาการของกลวยไมสายพันธุนี้ได 
 
8. การประยุกตใชเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทในพืชชนิดอ่ืน 

 
เนื่องจากเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท เปนเครื่องหมายดีเอ็นเอที่มีประสิทธิภาพสูง จึง

เปนที่นิยมนํามาศึกษา และมีการนําเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท ไปใชประโยชนในดานตางๆ
มากมาย เชน 
 
 1.ใชในการจําแนกพนัธุพืช และตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสายพันธุ 
 
     ในประเทศไทยมีการใชเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท ในการตรวจสอบความบริสุทธิ์
ทางพันธุกรรมของเมล็ดพันธุลูกผสมในมะเขือเทศจํานวน 8 พันธุ โดยใชไพรเมอร 9 คู สามารถ
บอกความแตกตางในระดับจีโนไทประหวางพอ และแมได (ณัฏยา, 2545) และใชจําแนกขาวที่มี
กล่ินหอม (ขาวดอกมะลิ 105,  กข 15 และ กข 6) ออกจากขาวที่ไมมีกล่ินหอม (ชัยนาท 1) โดยใช
ไพรเมอรที่มีความจําเพาะตอไมโครแซทเทลดีเอ็นเอในตําแหนง (locus) RM 17 ในจีโนมของขาว 
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โดยพบวาขาวที่มีกล่ินหอม จะมีจํานวนซ้ําของนิวคลีโอไทด CT  ของเครื่องหมาย RM 17 มากกวา
ขาวที่ไมมีกล่ินหอม (ปรีชา และปยวรา, 2548) นอกจากนี้ มีงานวิจัยเกี่ยวกับการใชเครื่องหมายไม
โครแซทเทลไลท ในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม หรือตรวจสอบโพลีมอรฟซึมในพืช
ตางๆ เชน ในมันเทศ (Zhang et al., 1999), ฝาย (Reddy et al., 2001), ถ่ัวลิสง (He et al., 2003), 
ฮอพ (Stajner et  al., 2005), ไผ (Nayak and Rout, 2005), หมอน (Zhao et al., 2005), ล้ินจี่ (Li et al., 
2006), ฝาย (Bertini et al., 2006) และลูกพีช (Bouhadida et al., 2007) เปนตน 
  
 2.ใชในการทําแผนที่ยีนหรือจีโนมและตดิตามยีนที่สนใจ 
 
      จากการที่ เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท เปนเครื่องหมายพันธุกรรมที่มีความ
หลากหลายสูง จึงมีการนํามาใชประโยชนในการสรางแผนที่ยีนในพืชหลายชนิด เชน นําไปใชทํา
แผนที่ยีนในถั่วแดง (Phaseolus vulgaris) Gaitán-Solís et al. (2002) พบวา มีจํานวนแอลลีลอยู
ในชวง 1-14 แอลลีลตอตําแหนง โดยมีคาเฉลี่ยอยูที่ 6 แอลลีลตอคูไพรเมอร Gupta et al. (2002) ได
พัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท เพื่อใชในการทําแผนที่ยีนในขาวสาลี พบวาจากไพรเมอร 
ทั้งหมด 176 คู มี 58 คู ที่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได 66 ตําแหนง และแสดงโพลีมอรฟซึมใน
ประชากร นอกจากนี้ ในแตงไทยก็มีการใชเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท ในการวิเคราะหแผนที่
ทางพันธุกรรม (genetic linkage) และ ความตางทางพันธุกรรม (genetic distance) ระหวางแตงชนิด
ตางๆ และใชเปนเครื่องหมายโมเลกุลในแตงชนิดอื่นๆ (Ritschel et al., 2004)  
 
     การใชเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทในการติดตามยีนตางๆ โดยสวนใหญจะใชใน
การติดตามยีนตานทานโรค เชน ยีนตานทานโรค frogeye leaf spot (FLS) ในถ่ัวเหลือง (Yang et 
al., 2001) ยีนตานทานโรค sheath blight ในขาว (Che et al., 2003) สําหรับในขาวสาลีมีการติดตาม
ยีนตานทานโรค Fusarium head blight (Wei et al., 2005) และยีนตานทานเชื้อรา (powdery 
mildrew) (Chen et al., 2005; Zhu et al., 2005) นอกจากนี้ยังใชเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทใน
การติดตามยีนควบคุมสีของเมล็ดใน Brassica juncea (Padmaja  et al., 2005) เพื่อปรับปรุงคุณภาพ
ของน้ํามันในเมล็ดใหดีขึ้นอีกดวย  
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สําหรับในประเทศไทย มีการใชเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท ชวยในการคัดเลือกพริกที่
มีลักษณะตานทานตอโรค โดยใชไพรเมอร 5 คู พบวาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท สามารถใช
คัดเลือกลักษณะที่ตองการไดอยางมีประสิทธิภาพ ซ่ึงเปนประโยชนในการปรับปรุงพันธุตอไป (อร
รัตน, 2543) 
 
  
 
 
 
 



 

 

อุปกรณและวิธีการ 

 

อุปกรณ 

 
1. กลวยไมสกุลแวนดาพนัธุตางๆ  

จํานวน 33 ตัวอยาง  ดังนี ้
 
1. Vanda Robert’s Delight 
2. Vanda Gorgon Dillon 
3. Vanda Golamco’s Blue Magic 
4. Vanda Manuvadee 
5. Vanda Yellow 
6. Vascostylis Pine River Blue 
7. Vanda denisoniana 
8. Vanda Thanuntes x Manuvadee 
9. Vanda Lumpini Red x Manuvadee 
10. Vanda (Rattana x Siriluk) x Manuvadee 
11. Vanda Dares x Kultana 
12. Vanda Pachara Delight 
13. Vanda Wirat 
14. Vanda Robert’s Delight ‘#31’ 
15. Vanda Robert’s Delight ‘#56’ 
16. Vanda Robert’s Delight ‘#358’ 
17. Vanda Robert’s Delight ‘#888’ 
 

18. Vanda Robert’s Delight ‘Krugao’ 
19. Vanda Robert’s Delight ‘Black’ 
20. Rhynchovanda Colmari  
21. Ascocenda Princess Mikasa Pink 
22. Ascocenda Princess Mikasa Blue 
23. Vanda Sansai Blue 
24. Vanda Bangkok White  
25. Vanda Rasri Gold 
26. Vanda coerulea ‘Red’ 
27. Vanda teres (แวนดาใบกลม) 
28. Vanda Miss Joaquim (แวนดาใบกลม) 
29. Vanda Doctor Anek 
30. Aranda Christine 
31. Aranda Woleco (Vanda Doctor Anek x   
      Aranda  Christine) 
32. Vanda sanderiana 
33. Vanda Doctor Anek x Vanda  
       sanderiana 
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วิธีการ 

 
1. การสกัดดีเอ็นเอจากกลวยไม   

 
สกัดดีเอ็นเอจากกลวยไมสกลุแวนดา โดยใชวิธีที่ประยุกตจาก Dellarporta et al. (1983) 

(รายละเอยีด ดใูนภาคผนวก 1) 
 
2. การพัฒนาเครือ่งหมายไมโครแซทเทลไลท  
 

แยกโคลนที่มีไมโครแซทเทลไลท ตามวิธีที่ประยุกตจาก Yaish and Vega (2003) 
(รายละเอียด ดูในภาคผนวก 2) โดยมีวิธีการ ดังนี้ 

 
2.1 นําจีโนมิกดีเอ็นเอของกลวยไมสกุลแวนดามาตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ MseI แลว

เชื่อมตอดีเอ็นเอที่ตัดโดยสมบูรณ เขากับ MseI adaptor จากนั้นเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอาร 
และตรวจสอบผล  
 

2.2 นําผลผลิตพีซีอารที่ได มาทําไฮบริไดเซชันกับโอลิโกนิวคลีโอไทดที่ติดฉลากดวยไบ
โอติน (Biotinylated oligo) ทางดานปลาย 5' โดยแบงเปน 2 กลุม กลุมแรก เปน dinucleotide repeat 
จํานวน 2 ชนิด คือ (CA)15 และ (GA)15 และกลุมที่สอง เปน trinucleotide repeat 2 ชนิด คือ (CCT)10 
และ (ACC)10  
 

2.3 แยกชิน้ดีเอน็เอเปาหมายออก โดยทําปฏิกริิยากับ streptavidin ที่เคลือบอยูบน magnetic 
beads แลวเพิม่ปริมาณดีเอน็เอเปาหมายดวยวิธีพีซีอาร 
 

2.4 นําผลผลิตพีซีอารที่ไดมาเชือ่มตอเขากับพลาสมิด pGEM®-T Vector (Promega, USA) 
และถายพลาสมิดสายผสมเขาสูเซลลแบคทีเรียดวยวิธีทรานสฟอรเมชัน  
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3. การคัดเลือกและตรวจสอบโคลนที่มีลําดับไมโครแซทเทลไลท 
 

3.1 คัดเลือกโคโลนีสีขาว โดยเขี่ยเชื้อใสลงในหลอดที่มนี้าํกลั่นนึ่งฆาเชือ้ปริมาตร 30 
ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน แลวดูดสารละลายเซลลไปตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอที่สอดแทรกอยู ดวยวธีิ
พีซีอาร  
 

3.2 คัดเลือกเฉพาะโคลนที่มีดีเอน็เอสอดแทรกอยู มาตรวจสอบดีเอ็นเอสวนที่เปนไมโคร 
แซทเทลไลทดวยเทคนิค dot blot hybridization โดยนาํผลผลิตพีซีอารของโคลนที่คัดเลือก มาหยด
ลงบนแผนเมมเบรน ทําการไฮบริไดเซชันกับโพรบที่มลํีาดับไมโครแซทเทลไลทที่ติดฉลากดวยไบ
โอติน  
 

3.3 ตรวจสอบผลดวยชุดตรวจสอบ North2South Chemiluminescent Hybridization and 
Detection Kit (Pierce Biotechnology, USA) (รายละเอียด ดูในภาคผนวก 3) 
 
4. การหาลําดับนวิคลีโอไทด และออกแบบไพรเมอร 
 

4.1 คัดเลือกโคลนที่ใหผลบวกมาสกัดพลาสมิด ดวยชุดน้ํายาสําเร็จรูป QIA prep® Spin 
Miniprep (QIAGEN, USA) แลวสงพลาสมิดไปหาลําดบันิวคลีโอไทด 
 

4.2 วิเคราะหลําดบันิวคลีโอไทด และออกแบบไพรเมอรใหครอมสวนไมโครแซทเทลไลท 
โดยไพรเมอรแตละเสนมีความยาว 19-23 เบส และคํานวณคา Tm ของแตละคูไพรเมอรใหมีคา
ใกลเคียงกัน 
 

4.3 คัดเลือกไพรเมอร โดยนําไพรเมอรที่ออกแบบได มาตรวจสอบกับจีโนมิกดีเอน็เอของ
กลวยไมบางสวน ดวยวิธีพีซีอาร เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยาที่ทําใหเกิดผลผลิตพีซี
อารจําเพาะ โดยปฏิกิริยาประกอบดวย สารละลายดีเอ็นเอ (50 ng/μl) 1.0 ไมโครลิตร  ไพรเมอร 
forward (5 pmol/μl) 1 ไมโครลิตร ไพรเมอร reverse (5 pmol/μl) 1 ไมโครลิตร dNTP (2 mM) 1.5 
ไมโครลิตร  10X PCR buffer 1.5 ไมโครลิตร Taq DNA polymerase (5 U/μl) 0.1 ไมโครลิตร  และ
เติมน้ํากลั่นใหมีปริมาตรรวม 15.0 ไมโครลิตร ปรับโปรแกรมการทําปฏิกิริยาพีซีอาร จนไดสภาวะ
ที่เหมาะสมกบัแตละคูไพรเมอร 
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5. การตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอดวยเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท 
 

5.1 นําไพรเมอรทีค่ัดเลือกได มาตรวจสอบกบัตัวอยางดีเอน็เอของกลวยไมสกุลแวนดาทั้ง 
33 ตัวอยาง โดยวิธีพีซีอาร   

 
5.2 ตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร โดยการทําอิเล็กโทรโฟรีซิสบนโพลีอะคริลาไมด  ความ

เขมขน 6 เปอรเซ็นต และยอมดวยซิลเวอรในเตรท (รายละเอียด ดูในภาคผนวก 4) 
 
6. การวิเคราะหขอมูล 
 

6.1 นําขอมูลจีโนไทปของกลวยไมสกุลแวนดาแตละชนิดมาคํานวณคาตางๆ ดังนี้  
 

6.1.1 คาเฮเทอโรไซโกซิตีจากการสังเกต (observed heterozygosity, Ho) คํานวณได
จากอัตราสวนระหวางจํานวนตัวอยางที่มีจโีนไทปเปนเฮเทอโรไซกัสตอจํานวนตัวอยางทั้งหมด 
 

6.1.2 คาเฮเทอโรไซโกซิตีจากคาคาดหมาย (expected heterozygosity, He) (Nei, 
1978) คํานวณไดจากสูตร 
 

He = 1- 2

1
∑
=

k

i
ip  

 
เมื่อคา pi เทากบัความถี่ของแอลลีลที่ i ของเครื่องหมายที่ตาํแหนงหนึ่ง 

(p1+p2+p3+…pk = 1) 
 

6.1.3 จํานวนแอลลีลที่มีประสิทธิภาพในการแยกความแตกตาง (effective number of 
allele, ne) (Kimura and Crow, 1964) คํานวณไดจากสูตร 
 

ne = 
∑
=

k

i
ip

1

2

1  
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6.1.4 คาความนาจะเปนที่ตัวอยาง 2 ตัวอยาง ที่สุมเลือกมาจะมจีีโนไทปเหมอืนกัน  
(probability of identity,PI) (Kaul et al., 2001) คํานวณไดจากสูตร 
 

  PI = 2

1 11

22 )2()( j

k

i

k

ij
i

k

i
i ppp ∑∑∑

= +==

+  

 
6.2 วิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรม โดยแปลผลขอมูลจากแถบดีเอ็นเอใหเปน

แบบไบนารี (binary) พันธุที่พบแถบดีเอ็นเอที่ตําแหนงหนึ่งๆ ใหคาเปน “1” สวนพันธุที่ไมพบแถบ
ดีเอ็นเอที่ตําแหนงเดียวกันนั้น ใหคาเปน “0”  และคํานวณคาความเหมือนทางพันธุกรรมดวยวิธี 
simple matching (Sneath and Sokal, 1973) โดยใชโปรแกรม NTSYS-pc version 2.1m (Rohlf, 
2000) และแสดงผลในรูปของ dendrogram 
 
 
  
 
  



 

 

ผลและวิจารณ 
 
1. การพัฒนาเครือ่งหมายไมโครแซทเทลไลท 
   

สกัดดีเอ็นเอจากกลวยไมแวนดาพันธุตางๆ  แลวเลือกกลวยไมแวนดามา 1 ชนิด คือ พันธุ 
Robert’s Delight เพื่อนํามาพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท โดยนําดีเอ็นเอของกลวยไมพันธุ
ดังกลาวไปตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ MseI พบวาแถบดีเอ็นเอที่ไดมีลักษณะ smear แสดงใหเห็นวา 
ดีเอ็นเอถูกตัดโดยสมบูรณ จึงนํามาตอเขากับ MseI adaptor และเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอาร 
จากนั้นคัดเลือกชิ้นดีเอ็นเอที่มีลําดับเบสแบบไมโครแซทเทลไลท  ดวยการไฮบริไดซกับโอลิโกนิว 
คลีโอไทดโพรบ 2 กลุม คือ กลุมแรกเปน dinucleotide repeat 2 ชนิด คือ (CA)15 และ (GA)15  กลุมที่
สอง เปน trinucleotide repeat 2 ชนิด คือ (ACC)10 และ (CCT)10 โดยโพรบแตละชนิดจะติดฉลากที่
ปลาย 5' ดวยไบโอติน (Biotinylated oligo) จึงสามารถแยกชิ้นดีเอ็นเอที่เกาะกับโพรบไดเมื่อทํา
ปฏิกิริยากับ streptavidin ที่เคลือบบน magnetic beads เมื่อไดดีเอ็นเอเปาหมายแลว นํามาเพิ่ม
ปริมาณและทําใหเปนสายคู ดวยวิธีพีซีอาร จากนั้นเชื่อมตอดีเอ็นเอเปาหมายเขากับพลาสมิด แลว
ถายเขาสู เซลลแบคทีเรียดวยวิธีทรานสฟอรเมชัน  พบวาไดโคลนจากหองสมุดจีโนมที่ใช 
dinucleotide repeat เปนโพรบ จํานวน 429 โคลน คัดเลือกโคลนที่มีช้ินดีเอ็นเอแทรกอยูดวยวิธีพีซี
อาร ไดจํานวน 342 โคลน จากนั้นตรวจสอบโคลนที่มีลําดับเบสแบบไมโคลแซทเทลไลทดวยวิธี 
dot blot hybridization พบวาไดโคลนที่ใหผลบวก 282 โคลน (ตารางที่ 1) คิดเปน 82.45 เปอรเซ็นต 
ซ่ึงเปนคาที่สูง นับวาการพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทแบบ enrichment มีประสิทธิภาพดี 
ไดเปอรเซ็นตโคลนที่เปนไมโครแซทเทลไลทสูงเมื่อเทียบกับวิธีสรางหองสมุดจีโนมแบบเดิมซึ่ง
ไดผลไมถึง 1 เปอรเซ็นต (Tang et al., 2003) 

 
สําหรับหองสมุดจีโนมที่ใช trinucleotide repeat เปนโพรบ พบวาไดโคลนทั้งหมด 340 

โคลน และคัดเลือกโคลนที่มีช้ินดีเอ็นเอแทรกอยูดวยวิธีพีซีอาร ไดจํานวน 323 โคลน แตเมื่อนํา
โคลนที่ไดมาตรวจสอบดวยวิธี dot blot hybridization พบวาไดโคลนที่ใหผลบวกเพียง 32 โคลน 
(ตารางที่ 1) คิดเปน 9.91 เปอรเซ็นต นับวานอยมาก ทั้งนี้อาจเนื่องจากไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอ
แบบ trinucleotide repeat ในกลวยไม มีขนาดสั้น ทําใหจับกับโพรบไดไมดี ดังนั้นโพรบอาจหลุด
ออกในขั้นตอนการลางโพรบ หรือโพรบที่ใชไมเหมาะสม หรืออาจเปนเพราะไมโครแซทเทลไลท
ในกลวยไมแวนดาสวนใหญ เปนแบบ dinucleotide repeat โพรบแบบ trinucleotide repeat จึงเขา
ไปจับกับดีเอ็นเอเปาหมายไดยาก ทําใหไดดีเอ็นเอเปาหมายนอย ซ่ึงสอดคลองกับรายงานในพืช
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สวนใหญที่พบลําดับเบสซ้ําแบบ dinucleotide repeat มากกวาลําดับเบสซ้ําแบบอื่นๆ (Wang et al., 
1994) 
 
ตารางที่ 1  จํานวนโคลนที่ไดจากการพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทขั้นตางๆ จากหองสมุด

จีโนมที่ใชโพรบแบบ dinucleotide และ trinucleotide repeat 
 

หองสมุดจีโนมที่ใชโพรบแบบ 
ขั้นตอนการพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท 

dinucleotide repeat trinucleotide repeat 
1. จํานวนโคลนที่ไดจากการทรานสฟอรเมชัน 
2. จํานวนโคลนที่คัดเลือกไดจากการตรวจสอบดวย

วิธีพีซีอาร 
3. จํานวนโคลนที่ใหผลบวกจากการตรวจสอบดวย

วิธี dot blot hybridization 
4. จํานวนโคลนที่สงหาลําดับเบส 
5. จํานวนไพรเมอรที่ออกแบบได 

429 
342 

 
282 

 
278 

56 

340 
323 

 
32 

 

30 
0 

 
จากนั้นนําโคลนที่ใหผลบวกจากการทํา dot blot hybridization จํานวน 308 โคลน (จาก

หองสมุดจีโนมที่ใช dinucleotide repeat เปนโพรบ จํานวน 278 โคลน และจากหองสมุดจีโนมที่ใช 
trinucleotide repeat เปนโพรบ จํานวน 30 โคลน) มาสกัดพลาสมิดใหบริสุทธิ์ และสงหาลําดับเบส 
พบวาลําดับเบสที่ไดสามารถจําแนกออกเปน 4 กลุม (ตารางที่ 2) ดังนี้ 

 
1. ลําดับเบสที่มีช้ินดีเอ็นเอสอดแทรกสมบรูณ และมีลําดบัเบสแบบไมโครแซทเทลไลทอยู

ตรงกลาง  
2. ลําดับเบสที่มีช้ินดีเอ็นเอสอดแทรกสมบรูณ และมีลําดบัเบสแบบไมโครแซทเทลไลทอยู

บริเวณสวนตน หรือสวนปลาย  
3. ลําดับเบสที่มีช้ินดีเอ็นเอสอดแทรกสมบรูณ แตไมมีลําดับเบสแบบไมโครแซทเทลไลท  
4. ลําดับเบสไมสมบูรณ โดยมีความบกพรองจากการอานลําดับเบส  
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ตารางที่ 2  จํานวนลําดับเบสแตละประเภทที่พบในการพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทจาก
หองสมุดจีโนมที่ใชโพรบแบบ dinucleotide และ trinucleotide repeat 

 
หองสมุดจีโนมที่ใชโพรบแบบ 

ประเภทของลําดับเบส 
dinucleotide repeat trinucleotide repeat 

1. ลําดับเบสที่มีช้ินดีเอ็นเอสอดแทรกสมบูรณ    
(กลุม 1) 

2. ลําดับเบสที่มีไมโครแซทเทลไลทอยูบริเวณสวน
ตน หรือสวนปลาย (กลุม 2) 

3. ลําดับเบสที่ไมมีไมโครแซทเทลไลท (กลุม 3) 
4. ลําดับเบสไมสมบูรณ (กลุม 4) 

121 
 

114 
 

9 
34 

2 
 

22 
 

3 
3 

รวม 278 30 

 
 จากลําดับเบสที่ได พบวามีเฉพาะลําดับเบสกลุมที่ 1 เทานั้น ที่สามารถนํามาออกแบบไพร
เมอรที่จําเพาะได สําหรับลําดับเบสกลุมที่ 2 นํามาออกแบบไพรเมอรไมได เนื่องจากลําดับเบสที่
ขนาบขางลําดับเบสแบบไมโครแซทเทลไลทบริเวณ 5' หรือ 3' มีขนาดสั้นเกินไป (นอยกวา 10 คู
เบส) หรือไมมีเลย ทั้งนี้อาจเนื่องจากเอนไซมตัดจําเพาะที่นํามาใชไมเหมาะสม โดยพบวาลําดับเบส
บริเวณขนาบขางของไมโครแซทเทลไลทจํานวนมาก เปนบริเวณที่มีเบส A และ T เปน
องคประกอบสวนใหญ (AT rich) และเอนไซมตัดจําเพาะ MseI ที่ใชนั้น มีบริเวณจดจําเปน            
5' T TAA 3' จึงทําใหบริเวณที่ขนาบขางของไมโครแซทเทลไลทถูกตัดออกไป สวนลําดับเบสกลุม
ที่ 3 ซ่ึงไมมีลําดับเบสแบบไมโครแซทเทลไลท แตก็พบวามีลําดับเบสบางสวนที่มีลักษณะคลายคลงึ
กับลําดับเบสแบบไมโครแซทเทลไลท ดังนั้นโพรบอาจเขาจับคูผิดก็ได สําหรับลําดับเบสกลุมที่ 4 
พบวามีลําดับเบสไมสมบูรณ อาจเกิดจากความผิดพลาดขณะทําการหาลําดับเบส หรืออาจเกิดจาก
การปนเปอนของพลาสมิดมากกวา 1 ชนิด ทําใหเครื่องไมสามารถอานผลได 
 
 นําโคลนทั้งหมดที่มีลําดับเบสแบบไมโครแซทเทลไลทมาจําแนกเปนกลุม คือ dinucleotide 
repeat, trinucleotide repeat และ compound repeat ไดดังตารางที่ 3 
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ตารางที่ 3  ลําดับเบสแบบไมโครแซทเทลไลทชนิดตางๆ ที่พบในการพัฒนาเครื่องหมายไมโคร 
แซทเทลไลท 

 
ชนิดของไมโครแซทเทลไลท จํานวนโคลนที่ได เปอรเซ็นต 

Dinucleotide repeat 
(CA)n 
(GA)n 

Trinucleotide repeat 
(CCT)n 
(ACC)n 

Compound repeat 
(CA)n(TA)n 
(GA)n(CA)n 
(GA)n(GT)n 
(GA)n(TA)n 
(CA)n(CT)n(GT)n 
(CA)n(TA)n(CA)n 
(GA)n(GT)n(TA)n 
(GA)n(GT)n(CT)n 
(GA)n(GT)n(GA)n 

 
43 
61 

 
25 
2 
 

3 
2 

122 
1 
1 
1 
4 
4 
1 

 
15.93 
22.59 

 
9.26 
0.74 

 
1.11 
0.74 
45.19 
0.37 
0.37 
0.37 
1.48 
1.48 
0.37 

รวม 270 100 

หมายเหตุ  จํานวนโคลนที่ไดทั้งหมด ไดรวมโคลนที่มีลําดับเบสไมสมบูรณ แตมีลําดบัไมโครแซท 
                  เทลไลทอยูภายในจํานวน 11 โคลนดวย 
 

 จากตารางจะเห็นวาลําดับเบสแบบไมโครแซทเทลไลทชนิดซ้ํา 2 เบส (dinucleotide 
repeats) ที่พบสวนใหญ เปนแบบ (GA)n คิดเปน 22.59 เปอรเซ็นต และรองลงมาคือ (CA)n คิดเปน 
15.93 เปอรเซ็นต ซ่ึงสอดคลองกับรายงานในพืชหลายชนิด เชน ถ่ัวลิสง (He et al., 2003) อะโวกา
โด (Ashworth et al., 2004) เปนตน นอกจากนี้ Wang et al. (1994) ไดสํารวจลําดับเบสซ้ําแบบตางๆ
ในพืช และพบวาพืชสวนใหญมักมีลําดับเบสซ้ําแบบ (AT)n รองลงมาคือ (GA)n และ (CA)n 
ตามลําดับ แตในงานวิจัยคร้ังนี้ ไมพบลําดับเบสซ้ําแบบ (AT)n เนื่องจากไมไดออกแบบโพรบที่มี
ลําดับเบสดังกลาว เนื่องจากโอลิโกนิวคลีโอไทดชนิด (AT)n  จะจับกันเอง สําหรับไมโครแซทเทล
ไลทชนิดซ้ํา 3 เบส (trinucleotide repeats) นั้น เปนแบบ (CCT)n 9.26 เปอรเซ็นต และแบบ (ACC)n  



 

26 

0.74 เปอรเซ็นต และพบไมโครแซทเทลไลทชนิด compound repeat แบบ (GA)n(GT)n มากที่สุด 
โดยคิดเปน 45.19 เปอรเซ็นต 
 
 นําลําดับเบสที่มีลักษณะดังกลุม 1 คือ ลําดับเบสที่มีช้ินดีเอ็นเอสอดแทรกสมบูรณ โดยมี
ลําดับเบสแบบไมโครแซทเทลไลทอยูตรงกลางมาวิเคราะห เพื่อออกแบบไพรเมอร และคัดเลือก
โคลนที่มีลําดับเบสแบบไมโครแซทเทลไลทอยูบริเวณสวนปลาย โดยยังอานลําดับเบสไดไม
สมบูรณ ไปหาลําดับเบสจากดาน 3' (reverse) เพื่อใหไดลําดับเบสจากสวนหลังยอนขึ้นมา จึงจะ
สามารถออกแบบไพรเมอรได จากนั้นทําการออกแบบไพรเมอร โดยแตละลําดับเบสจะออกแบบ
ไพรเมอร 2 สาย คือ สาย forward primer (F) และสาย reverse primer (R) โดยใหครอมสวนไมโคร 
แซทเทลไลท ไพรเมอรที่ออกแบบควรมีความยาวประมาณ 18-30 เบส และตองไมมีลําดับเบสที่เขา
คูกันเอง มีคาอุณหภูมิหลอมตัว (Tm, melting temperature) ใกลเคียงกัน ซ่ึงคํานวณคาโดยประมาณ
ไดจากสูตร Tm (องศาเซลเซียส) = 2(A+T)+4(G+C) โดย A,T C และ G คือ จํานวนเบสแตละชนิดที่
มีในไพรเมอรนั้น (สุรินทร, 2545) และมีขนาดของผลผลิตพีซีอารประมาณ 100-350 คูเบส 
 

จากการวิเคราะหลําดับเบส เพื่อออกแบบไพรเมอรพบวาไมมีลําดับเบสใดที่ซํ้ากันเลย โดย 
สามารถออกแบบไพรเมอรจากหองสมุดจีโนมที่ใช dinucleotide repeat เปนโพรบ ไดทั้งหมด 56 คู 
และไมสามารถออกแบบไพรเมอรจากหองสมุดจีโนมที่ใช trinucleotide repeat เปนโพรบ โดย
พบวามีลําดับเบสจํานวนมากไมสามารถนํามาใชออกแบบไพรเมอรได เนื่องจากสวนไมโครแซท
เทลไลทอยูที่ปลายของชิ้นดีเอ็นเอ หรือลําดับเบสที่อยูขางเคียงไมเหมาะสมในการออกแบบไพร
เมอร เชนเปน AT rich หรือสามารถจับกันเองได เปนตน นอกจากนี้ยังพบวาลําดับเบสแบบไมโคร 
แซทเทลไทลในบางโคลนมีขนาดยาวมาก จนทําใหเครื่องไมสามารถอานลําดับเบสไดทั้งหมด 
ถึงแมจะหาลําดับเบสแบบยอนกลับ (reverse) แลวก็ตาม จึงทําใหไมทราบขนาดของผลผลิตพีซีอาร
ที่แทจริง จากนั้นนําไพรเมอรที่ออกแบบทั้งหมด มาทดสอบกับ genomic DNA ของกลวยไมจํานวน 
14 ตัวอยาง ดวยวิธีพีซีอาร เพื่อเพิ่มปริมาณสวนที่เปนไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอ และพบวาไพร  
เมอรหลายคูเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากตัวอยางแลวมีลักษณะผลแบบสุม เกิดแถบดีเอ็นเอจํานวนมาก 
ไพรเมอรบางคูไมใหผลผลิตดีเอ็นเอตามขนาดที่คาดหมาย จึงตองปรับสภาวะของการทําพีซีอาร 
โดยการปรับอุณหภูมิที่ใชในขั้น annealing และปรับปริมาณ MgCl2 เพื่อใหไดผลผลิตพีซีอารที่
จําเพาะ หลังจากปรับสภาวะแลวพบไพรเมอรที่มีศักยภาพ สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไดขนาด
ตามที่คาดหมาย และใหความแตกตางของขนาดดีเอ็นเอระหวางกลวยไมที่ใชตรวจสอบจํานวน 7 คู 
(ตารางที่ 4) คือ C32, C106, C208, C225, C268, C359, C364 และไดนําไพรเมอรซ่ึงพัฒนามาจาก
จีโนมของกลวยไมมอคคาราอีก 2 คู คือ MOK26 และ MOK29 มาใชดวย สาเหตุที่ไพรเมอรจํานวน
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มากไมสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในตําแหนงที่ตองการ หรือใหแถบดีเอ็นเอจํานวนมาก อาจ
เนื่องจากสภาวะในการทําปฏิกิริยาพีซีอารไมเหมาะสม หรือไพรเมอรที่ออกแบบ ไมมีความจําเพาะ
เจาะจงกับตําแหนงที่ตองการ นอกจากนี้ยังพบวามีไพรเมอรอีกหลายคู เชน C202 ใหแถบดีเอ็นเอ
คอนขางเหมือนกัน มีความแตกตางระหวางตัวอยางกลวยไมที่ใชตรวจสอบนอย หรือไมมีความ
แตกตางเลย จึงไมไดนํามาใช 
 
ตารางที่ 4  ลําดับเบสของไพรเมอร ชนิดของลําดับเบสซ้ําที่อยูในระหวางคูไพรเมอร และคา Ta ของ

ไพรเมอรทั้ง 9 คู 
 
No. คูไพรเมอร ลําดับเบส (5'-3') ลําดับเบสซ้ํา Ta (ºC) 
1. 
 

2. 
 

3. 
 

4. 
 

5. 
 

6. 
 

7. 
 

8. 
 

9. 

C32 
 

C106 
 

C208 
 

C225 
 

C268 
 

C359 
 

C364 
 

MOK26 
 

MOK29 
 

F: AAT GGA CCT TCT TTG CAT TAC 
R: ATT ACC GTT CAT TTC TGG TGC 
F: AAG TCT AGC TTT TGG TTG AGG 
R: ATC GAT GGT TTG TTC TTC TAG C 
F: TCA TTG ATG TTG GGA GCC TAA 
R: CTT GCC CTC TAT CTT TCT CTT 
F: AGA ACT AGA TGA CTT CAA AAC G 
R: GAA CTC AGA AAA ATT ACC GCG 
F: TGG AAA TGC ATG TTG CCC GA 
R: ACT GAG TGA CCT TGG AAG AC 
F: CTT TGA GTA ATG TCT CTC AGT G 
R: CCC TCA CGC ACT CTC TAC C 
F: AGC ATT ATA GAA CTA GAT GAC 
R: GAA TAC TCA AGC TAT GCA TC 
F: AGA ATG AGG GAG GTA TAG GG 
R: TGC CTT GGA TGT GCG TTC G 
F: TTC AGC GTT TCC ATG TCG AAG 
R: AGT AAA GCC GCC ATC TTG G 

(GA)26(GT)40 
 

(GA)25(GT)45(TA)5 
 

(GA)11(GT)42(TA)3 
 

(GA)24(GT)6 
 

(GA)39(GT)18 
 

(GA)16(GT)15 
 

(CA)21 
 

(CCT)17 
 

(GA)13 
 

46 
 

44 
 

50 
 

47 
 

46 
 

45 
 

44 
 

52 
 

52 
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2. การตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอ 
 

นําไพรเมอรที่คัดเลือกไดทั้ง 9 คู มาตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอของกลวยไมสกุลแวนดา 
จํานวน 28 ตัวอยาง และตัวอยางที่เปนพันธุพอ พันธุแม และลูกผสม จํานวน 2 ชุด (5 ตัวอยาง) รวม
เปน 33 ตัวอยาง จากผลการตรวจสอบพบวาไพรเมอร C32 มีจํานวนแอลลีล 3 แอลลีล (ภาพที่ 1) 
ไพรเมอร C106 มีจํานวนแอลลีล 4 แอลลีล (ภาพที่ 2) ไพรเมอร C208 มีจํานวนแอลลีล 8 แอลลีล 
(ภาพที่ 3) ไพรเมอร C225 มีจํานวนแอลลีล 9 แอลลีล (ภาพที่ 4) ไพรเมอร C268 มีจํานวนแอลลีล 5 
แอลลีล (ภาพที่ 5) ไพรเมอร C359 มีจํานวนแอลลีล 6 แอลลีล (ภาพที่ 6) ไพรเมอร C364 มีจํานวน
แอลลีล 6 แอลลีล (ภาพที่ 7) ไพรเมอร MOK26 มีจํานวนแอลลีล 8 แอลลีล (ภาพที่ 8) และไพรเมอร 
MOK29 มีจํานวนแอลลีล 5 แอลลีล (ภาพที่ 9) สําหรับไพรเมอร C202 นั้น มีเพียง 2 แอลลีล (ภาพที่ 
10) ซ่ึงไมเหมาะสมในการนํามาใชแยกความแตกตางระหวางตัวอยางกลวยไมแตละชนิด เนื่องจาก
มีโพลีมอรฟซึมที่ตําแหนงดังกลาวนอย จึงไมนําไพรเมอร C202 มาวิเคราะหหาความสัมพันธทาง
พันธุกรรมระหวางตัวอยางกลวยไมตางๆ 
 

 
 

ภาพที่ 1  ผลการตรวจสอบดเีอ็นเอของกลวยไมดวยคูไพรเมอร C32 พบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ
193-204 คูเบส จํานวน 3 แอลลีล (M คือ แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 1-28 คือ ตัวอยางกลวยไม
สกุลแวนดาตวัอยางที่ 1-28 ตามหนาที่ 17) 

 
 
 

1 2 3 
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ภาพที่ 2  ผลการตรวจสอบดเีอ็นเอของกลวยไมดวยคูไพรเมอร C106 พบแถบดีเอ็นเอขนาด

ประมาณ 193-205 คูเบส จํานวน 4 แอลลีล (M คือ แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 1-28 คือ 
ตัวอยางกลวยไมสกุลแวนดาตัวอยางที่ 1-28 ตามหนาที่ 17) 

 

 
 

ภาพที่ 3  ผลการตรวจสอบดเีอ็นเอของกลวยไมดวยคูไพรเมอร C208 พบแถบดีเอ็นเอขนาด
ประมาณ 153-190 คูเบส จํานวน 8 แอลลีล (M คือ แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 1-28 คือ 
ตัวอยางกลวยไมสกุลแวนดาตัวอยางที่ 1-28 ตามหนาที่ 17) 

 

 
 

ภาพที่ 4  ผลการตรวจสอบดเีอ็นเอของกลวยไมดวยคูไพรเมอร C225 พบแถบดีเอ็นเอขนาด
ประมาณ 206-263 คูเบส จํานวน 9 แอลลีล (M คือ แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 1-28 คือ 
ตัวอยางกลวยไมสกุลแวนดาตัวอยางที่ 1-28 ตามหนาที่ 17) 

1 
2 3 4 

1 2 3 4 5 
6 
7 

8 

1 
2 3 4 5 6 

7 8 
9 
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ภาพที่ 5  ผลการตรวจสอบดเีอ็นเอของกลวยไมดวยคูไพรเมอร C268 พบแถบดีเอ็นเอขนาด

ประมาณ 187-212 คูเบส จํานวน 5 แอลลีล (M คือ แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 1-28 คือ 
ตัวอยางกลวยไมสกุลแวนดาตัวอยางที่ 1-28 ตามหนาที่ 17) 

 

 
 
ภาพที่ 6  ผลการตรวจสอบดเีอ็นเอของกลวยไมดวยคูไพรเมอร C359 พบแถบดีเอ็นเอขนาด

ประมาณ 152-167 คูเบส จํานวน 6 แอลลีล (M คือ แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 1-28 คือ 
ตัวอยางกลวยไมสกุลแวนดาตัวอยางที่ 1-28 ตามหนาที่ 17) 

 

 
 

ภาพที่ 7  ผลการตรวจสอบดเีอ็นเอของกลวยไมดวยคูไพรเมอร C364 พบแถบดีเอ็นเอขนาด
ประมาณ 296-316 คูเบส จํานวน 6 แอลลีล (M คือ แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 1-28 คือ 
ตัวอยางกลวยไมสกุลแวนดาตัวอยางที่ 1-28 ตามหนาที่ 17) 

2 1 
3 4 5 

1 2 3 4 5 6 

2 1 3 4 5 6 
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ภาพที่ 8  ผลการตรวจสอบดเีอ็นเอของกลวยไมดวยคูไพรเมอร MOK26 พบแถบดีเอ็นเอขนาด
ประมาณ 212-272 คูเบส จํานวน 8 แอลลีล (M คือ แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 1-28 คือ 
ตัวอยางกลวยไมสกุลแวนดาตัวอยางที่ 1-28 ตามหนาที่ 17) 

 

 
 
ภาพที่ 9  ผลการตรวจสอบดเีอ็นเอของกลวยไมดวยคูไพรเมอร MOK29 พบแถบดีเอ็นเอขนาด

ประมาณ 155-175 คูเบส จํานวน 5 แอลลีล (M คือ แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 1-28 คือ 
ตัวอยางกลวยไมสกุลแวนดาตัวอยางที่ 1-28 ตามหนาที่ 17) 

 

 
 

ภาพที่ 10  ผลการตรวจสอบดีเอ็นเอของกลวยไมดวยคูไพรเมอร C202 พบแถบดีเอ็นเอขนาด 
                 ประมาณ 149-155 คูเบส จํานวน 2 แอลลีล (M คือ แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 1-28 คือ   
                 ตัวอยางกลวยไมสกุลแวนดาตวัอยางที่ 1-28 ตามหนาที่ 17) 

1 
2 3 4 5 6 7 8 

1 2 
3 4 

5 

1 
2 
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ตารางที่ 5  จีโนไทปของกลวยไมทั้ง 33 ตวัอยางจากการตรวจสอบโดยใชไพรเมอร 9 คู 
 
ตัวอยางที่ C32 C106 C208 C225 C268 C359 C364 MOK26 MOK29 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 

2,2 
1,2 
1,1 
3,3 
1,2 
2,2 
- 

1,3 
1,1 
1,3 
2,3 
1,2 
2,3 
1,2 
2,2 
1,2 
2,2 
2,2 
1,2 
- 

2,2 
2,2 
2,2 
1,2 
1,2 
3,3 
- 
- 

2,3 
2,2 
2,3 

1,2 
1,2 
2,2 
1,2 
2,2 
1,1 
1,1 
1,2 
1,2 
1,2 
1,2 
2,2 
2,2 
1,2 
1,2 
1,2 
1,2 
1,2 
1,2 
1,1 

1,2,4 
1,2,4 
1,2 
1,3 
1,2 
1,2 
1,1 
1,1 
1,1 
2,2 
1,2 

5,7 
5,6 
5,7 
5,7 
5,5 
5,5 
2,5 
5,7 
5,5 
5,5 
5,5 
5,7 
5,7 
5,7 
5,7 
5,7 
5,7 
5,5 
5,5 
4,5 

5,6,7 
5,7 
5,7 

1,3,5,8 
5,5 

5,6,7 
1,3 
1,3 
5,7 
5,7 
5,7 

6,6 
1,6 
6,6 
6,6 

6,7,8 
4,6 
3,3 
6,6 
4,6 
6,6 
6,6 
1,6 
6,6 
6,6 
6,6 
6,6 
6,6 
6,8 
6,6 

5,6,8 
6,6 
1,6 
6,6 

2,6,9 
6,6 
6,6 
9,9 
3,4 
6,6 
6,6 
6,6 

2,2 
1,1 
1,1 
1,1 
1,1 
1,1 
1,1 
1,4 
1,1 
1,1 
1,2 
1,2 
1,1 
2,2 

2,3,5 
1,2 
1,2 
1,1 
1,3 
1,1 
1,1 
1,1 
1,1 
1,2 
1,1 
1,3 
1,1 
1,2 
2,4 

1,3,5 
1,2,3,4,5 

3,5 
3,5,6 
3,5 
4,6 
5,5 

3,5,6 
2,3,5 
4,6 
4,6 

3,5,6 
3,5 
3,5 

3,5,6 
3,5 

3,5,6 
3,5 
3,5 

3,5,6 
3,5 

3,5,6 
3,5,6 
3,5,6 
5,6 

1,4,6 
5,5 
5,5 

1,5,6 
1,4,6 
4,5 
6,6 
5,6 

2,4 
3,6 
2,4 
2,4 
1,6 
4,4 
2,4 

2,4,6 
2,4,6 
2,4,6 
2,6 
2,4 

2,3,6 
2,4,6 
1,6 

2,4,6 
2,4,6 
2,4,6 
2,4,6 
3,3 

2,4,5,6 
2,4,5 
2,4,6 

2,3,4,6 
2,4,6 
2,3 
- 
- 

2,4 
2,4,6 
2,4,6 

3,4,5 
3,5 
5,7 

3,4,5 
3,4,5 

1,3,5,8 
3,5 
3,5 
3,3 
3,3 

2,4,5,7 
5,5 
3,5 

3,4,5 
3,5 
3,5 
3,5 
3,5 
3,5 
3,5 
3,7 
3,7 
3,5 

3,5,7 
4,5 
3,6 
3,6 
3,7 
3,5 
3,4 
3,3 

4,5 
5,5 
5,5 
5,5 
5,5 

1,4,5 
5,5 
5,5 
5,5 
5,5 
3,5 
5,5 
5,5 
5,5 
5,5 
5,5 
4,5 
4,5 
4,5 
2,4 
1,5 
1,5 
5,5 
3,5 
5,5 
5,5 
5,5 
5,5 
5,5 
5,5 
5,5 



 

33 

ตารางที่ 5  (ตอ) 
 
ตัวอยางที่ C32 C106 C208 C225 C268 C359 C364 MOK26 MOK29 

32 
33 

2,2 
2,2 

1,1 
1,2 

5,5 
5,7 

2,2 
6,6 

1,1 
2,4 

1,3,6 
4,5 

2,3,6 
2,3,4,6 

3,5 
3,3 

5,5 
5,5 

 
การตรวจสอบดีเอ็นเอของกลวยไมสกุลแวนดาทั้ง 33 ตัวอยาง ดวยไพรเมอร 9 คู พบวามี

จํานวนแอลลีลตั้งแต 3-9 แอลลีล โดยไพรเมอร C32 ใหจํานวนแอลลีลนอยที่สุด และไพรเมอร 
C225 ใหจํานวนแอลลีลมากที่สุด โดยมีคาเฉลี่ยเทากับ 6 แอลลีลตอคูไพรเมอร และพบวาไพรเมอร 
C106, C208, C225, C268, C359, MOK 26 และ MOK29 สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของกลวยไม
ไดทุกตัวอยาง และใหความแตกตางของแถบดีเอ็นเอ (แอลลีล) โดยขนาดของแอลลีลที่แตกตางกัน
นั้น อาจมีสาเหตุจากการขาดหายไปของลําดับเบสซ้ํา (deletion) หรือการเพิ่มขึ้นของลําดับเบสซ้ํา 
(insertion) แบบไมโครแซทเทลไลท โดยมีกลไก 2 แบบ คือ การเลื่อนของสายดีเอ็นเอที่จับคูกัน
ขณะเกิดการจําลองโมเลกุล (Slip-strand mispairing) หรือที่เรียกวาเกิด slippage (Levinson and 
Gutman, 1987) และการแลกเปลี่ยนชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ไมเทากัน (unequal crossing over) (Richard 
and Pâques, 2000) ทําใหมีการเปลี่ยนแปลงความยาวของลําดับเบสซ้ํา กอใหเกิดโพลีมอรฟซึมของ
เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทนั่นเอง 

 
นอกจากนี้พบวาในคูไพรเมอร C32 เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของกลวยไมไดไมครบทุกตัวอยาง 

ทั้งนี้อาจเกิดจาก null allele ซ่ึงมีสาเหตุจากการขาดหายไปของไมโครแซทเทลไลทที่ตําแหนงนั้นๆ 
(Callen et al., 1993) หรือเกิดการกลายบริเวณตําแหนงที่ไพรเมอรเขาไปจับ (Lehman  et al., 1996)  
จึงไมสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในตําแหนงดังกลาวได สําหรับไพรเมอร C32 และ C364 พบวาไม
สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของกลวยไม Vanda teres และ Vanda Miss Joaquim ซ่ึงเปนแวนดาใบ
กลม อาจเปนเพราะแวนดาใบกลมมีความแตกตางทางพันธุกรรมจากแวนดาตัวอยางอื่นๆ ซ่ึงเปน
แวนดาใบแบน 

 
เมื่ อนํ าผลการตรวจสอบดี เอ็น เอของกลวยไมทั้ งหมด  มาคํ านวณค า  observed 

heterozygosity (Ho), expected heterozygosity (He), effective number of allele (ne) และ probability 
of identity (PI) (ตารางที่ 6) พบวา ไดคา Ho อยูระหวาง 0.3030-0.9355 โดยมีคาเฉลี่ยเทากับ 0.6155 
และมีคา He อยูระหวาง 0.3150-0.7438 มีคาเฉลี่ย 0.5809 ซ่ึงใกลเคียงกับที่พบในการตรวจสอบดี
เอ็นเอของกลวยไม Gymnadenia conopsea (Gustafsson and Thorén, 2001; Compbell et  al., 2002) 
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และ Serapias vameracea (Pellegrino et al., 2001) ซ่ึงใชเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท
เชนเดียวกัน และคํานวณคา effective number of allele (ne) ไดคาอยูระหวาง 1.4598-3.9031 โดยมี
คาเฉลี่ยเทากับ 2.6172 โดยพบวามีไพรเมอรหลายคู ที่มีคา ne ต่ํากวาจํานวนแอลลีลที่พบจริง
คอนขางมาก เชน ไพรเมอร C225 พบจํานวนแอลลีล 9 แอลลีล แตมีคา ne เพียง 1.9377 หรือในไพร
เมอร MOK29 ซ่ึงมีจํานวน 5 แอลลีล แตมีคา heterozygosity และคา effective number of allele ต่ํา
ที่สุดเมื่อเทียบกับไพรเมอรคูอ่ืนๆ ทั้งนี้เนื่องจากมีบางแอลลีลที่พบเกือบทุกตัวอยาง (common 
allele) และบางแอลลีลพบนอย หรือมีความถี่ต่ํามาก (rare allele) ทําใหตําแหนงดังกลาวมีโพลีมอร
ฟซึมต่ํา ไมเหมาะสําหรับใชแยกความแตกตางของกลวยไมแตละตัวอยาง 

 
จากการคํานวณคาความนาจะเปนที่ตัวอยาง 2 ตัวอยางที่สุมเลือกมาจะมีจีโนไทป

เหมือนกัน (probability of identity, PI) เพื่อใหทราบโอกาสที่จะใชในการแยกความแตกตางของ
ตัวอยาง ณ เครื่องหมายดีเอ็นเอตําแหนงนั้นๆ (Kaul et al., 2001) พบวามีคาอยูระหวาง 0.1105 ในคู
ไพรเมอร C364 ถึง 0.4843 ในคูไพรเมอร MOK29 แสดงวามีโอกาสที่จะพบกลวยไมที่มีจีโนไทป
เหมือนกันที่ตําแหนง C364 เปน 1 ใน 9 และที่ตําแหนง MOK29 เปน 1 ใน 2 ซ่ึงคา PI ยิ่งต่ํา โอกาส
ที่จะพบจีโนไทปเหมือนกันก็ยิ่งนอยลง และเมื่อตรวจสอบความแตกตางโดยใชตําแหนงของ
เครื่องหมายดีเอ็นเอ (ไพรเมอร) มากขึ้น คา PI ก็จะยิ่งต่ําลงไปอีก โดยถาใชไพรเมอรทั้ง 9 คู จะมีคา 
PI รวมเทากับ 9.6425x10-7 หรือประมาณ 1 ใน 1,000,000 ซ่ึงหมายถึง โอกาสที่จะพบตัวอยาง
กลวยไม 2 ตัวอยางที่สุมเลือกมา มีจีโนไทปของไมโครแซทเทลไลทเหมือนกันทั้ง 9 ตําแหนง เปน 
1 ใน 1,000,000 ซ่ึงนับวาเปนโอกาสต่ํามาก ในการแยกความแตกตางของพันธุกลวยไม อาจไม
จําเปนตองตรวจสอบครบทั้ง 9 ตําแหนงก็ได โดยเลือกคูไพรเมอรที่มีคา PI ต่ําที่สุดมาใชตรวจสอบ
กอน หรืออาจเลือกจากคา expected heterozygosity จากไพรเมอรที่มีคาสูงก็ไดเชนเดียวกัน  
เนื่องจากไพรเมอรที่มีคา He สูง แสดงวามีความแปรปรวนทางพันธุกรรมสูง มีความสัมพันธกลับ
กับคา PI คือ คา PI จะต่ํา สามารถแยกความแตกตางไดดีนั่นเอง 
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ตารางที่ 6  จํานวนแอลลีล ขนาดผลผลิตพีซีอาร คา observed heterozygosity (Ho), expected heterozygosity (He), effective number of allele (ne) และคา      
    probability of identity (PI) ของไพรเมอรทั้ง 9 คู 

 
ตําแหนง

ที่ 
ไพรเมอร จํานวนแอลลีล 

ขนาดผลผลิต 
พีซีอาร 

observed 
heterozygosity (Ho) 

expected 
heterozygosity (He) 

effective number of 
allele (ne) 

probability of 
identity (PI) 

PIรวม 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

C32 
C106 
C208 
C225 
C268 
C359 
C364 

MOK26 
MOK29 

3 
4 
8 
9 
5 
6 
6 
8 
5 

204-193 
193-205 
190-153 
206-263 
187-212 
152-167 
296-316 
212-272 
155-175 

0.4828 
0.6364 
0.7273 
0.3030 
0.4242 
0.8788 
0.9355 
0.8484 
0.3030 

0.5684 
0.5394 
0.6012 
0.4839 
0.5495 
0.7394 
0.7438 
0.6877 
0.3150 

2.3168 
2.1710 
2.5077 
1.9377 
2.2197 
3.8369 
3.9031 
3.2023 
1.4598 

0.2502 
0.3163 
0.2070 
0.2783 
0.2430 
0.1114 
0.1105 
0.1460 
0.4843 

 
 
 
 

9.6425x10-7 

เฉลี่ย  6  0.6155 0.5809 2.6172 0.2386  
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3. การตรวจพันธุพอแมและลูกผสม 
 
จากตัวอยางกลวยไมที่เปนพันธุพอ พันธุแมและลูกผสม จํานวน 2 ชุด (5 ตัวอยาง) โดยชุด

แรก คือ Vanda Doctor Anek (ตัวอยางที่ 29) กับ Aranda Christine (ตัวอยางที่ 30) ลูกผสม คือ 
Aranda Woleco (ตัวอยางที่ 31) และชุดที่สองคือ  Vanda Doctor Anek (ตัวอยางที่ 29) กับ Vanda 
sanderiana (ตัวอยางที่ 32) ลูกผสม คือ Vanda Doctor Anek x Vanda sanderiana (ตัวอยางที่ 33) 
เมื่อนํามาตรวจสอบดวยไพรเมอรทั้ง 9 คู (ภาพที่ 11) พบวา พันธุพอแม และลูกผสมชุดที่ 1 มีจีโน
ไทปสอดคลองกันทั้ง 9 ตําแหนง จึงเปนไปไดวา ตัวอยางกลวยไมทั้ง 3 นาจะเปนพันธุพอแมและ
ลูกผสม แตในชุดที่ 2 พบวา พันธุพอแม และลูกผสม มีจีโนไทปสอดคลองกันเพียงบางตําแหนง คือ 
ในไพรเมอร C32, C208, C364, MOK26 และ MOK29 แตในไพรเมอร C106, C225, C268 และ 
C359 นั้น ตนลูกผสมมีจีโนไทปไมสอดคลองกับพันธุพอแม สาเหตุนาจะมาจากตัวอยางดีเอ็นเอที่
ใช มาจากตนที่ไมไดใชผสมจริง เปนเพียงตัวอยางจากพันธุเดียวกันเทานั้น แสดงวาตนพันธุที่ใช
เปนพันธุพอแมยังไมคงตัวอยางแทจริง  

 

 
 

ภาพที่ 11  ผลการตรวจพนัธุพอแมและลูกผสม ดวยไพรเมอร C32 (ก) C106 (ข) C208 (ค)   
                 C225 (ง) C268 (จ) C359 (ฉ) C364 (ช) MOK26 (ซ) และ MOK29 (ฌ)  
                 (M คือ แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน C คือ Vanda Robert’s Delight เปน control  29  คือ Vanda    
                 Doctor Anek  30 คือ Aranda Christine 31 คือ Aranda Woleco 32 คือ Vanda sanderiana  
                 33 คือ Vanda Doctor Anek x Vanda sanderiana) 
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(ก) (ข) 

(ค) (ง) 
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ภาพที่ 11  (ตอ) 
 
4. การวิเคราะหความสัมพันธทางพนัธุกรรม 
 

นําผลการตรวจสอบดีเอ็นเอของกลวยไมทั้ง 33 ตัวอยาง ดวยไพรเมอรทั้ง 9 คู มาวิเคราะห
ความสัมพันธทางพันธุกรรมในรูปของ dendrogram โดยใชโปรแกรม NTSYS-pc version 2.1m 
โดยใชสูตรของ (Nei and Li, 1978) คํานวณคาดัชนีความเหมือนและความแตกตางของตัวอยางทีละ
คู (similarity index) จนครบทุกตัวอยาง (ตารางที่ 7) จากนั้นนําคาที่ไดมาจัดกลุมความสัมพันธดวย
วิธี simple matching (Sneath and Sokal, 1973) พบวาสามารถจัดกลุมแสดงความสัมพันธทาง
พันธุกรรมของกลวยไมทั้ง 33 ตัวอยางได ดังภาพที่ 12 คาดัชนีความเหมือน (similarity coefficient) 
มีคาอยูระหวาง 0.56-0.96 ซ่ึงนับวามีความใกลชิดกันมาก โดยถาดูคาดัชนีความเหมือน (similarity 
coefficient) ที่ 0.75 หรือ มีคาความเหมือนที่ 75 เปอรเซ็นต จะสามารถแบงกลวยไมแวนดาไดเปน 4 

(จ) (ฉ) 

(ช) (ซ) 

(ฌ) 
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กลุม โดย 3 กลุมแรก จัดเปนกลุมของแวนดาใบแบนทั้งหมด ซ่ึงกลุมที่ 1 ถือเปนกลุมหลัก 
ประกอบดวยกลวยไมสกุลแวนดาจํานวนมากที่สุด ถึง 27 ตัวอยาง คือ Vanda Robert’s Delight ทั้ง 
7 ตัวอยาง แวนดาที่มีสายเลือดของ Vanda Manuvadee 4 ตัวอยาง V. Rasri Gold,  V. Wirat,  V. 
Sansai blue, V. Golamco’s Blue Magic, V. Pachara Delight, V. Gordon Dillon, V. Dares x 
Kultana, V. coerulea ‘red’, V. Yellow, และ V. Doctor Anek, V. sanderiana และลูกผสม รวมถึง 
Ascocenda ทั้ง 2 ตัวอยาง และ Aranda อีก 2 ตัวอยางดวย สําหรับกลุมที่ 2 มี 3 ตัวอยาง คือ 
Vascostylis Pine River Blue ซ่ึงเปนลูกผสมของกลวยไมสกุลเข็ม สกุลชาง และสกุลแวนดา V. 
denisoniana   และ Rhynchovanda Colmari ซ่ึงเปนลูกผสมของกลวยไมสกุลแวนดากับกลวยไม
สกุลชาง ในกลุมที่ 3 นั้น ประกอบดวยกลวยไม Vanda Bangkok White เพียงตัวอยางเดียวเทานั้น 
ซ่ึงสาเหตุที่กลวยไมทั้ง 4 ตัวอยาง ในกลุมที่ 2 และกลุมที่ 3 ซ่ึงเปนแวนดาใบแบน ถูกแยกออกมา
จากกลุมหลักนั้น อาจเปนเพราะมีความสัมพันธทางพันธุกรรมนอยกวาแวนดาใบแบนตัวอยางอื่นๆ 
ในกลุมหลักโดยพบวา Vanda Bangkok White (กลุมที่ 3) มีความสัมพันธกับแวนดาใบแบนตัวอยาง
อ่ืนนอยที่สุด สําหรับในกลุมที่ 4 เปนกลุมของแวนดาใบกลมทั้ง 2 ตัวอยาง คือ Vanda teres และ 
Vanda Miss Joaquim โดยสามารถแยกออกจากกลุมอื่น ซ่ึงเปนแวนดาใบแบนไดอยางชัดเจน 
เนื่องจากมีความสัมพันธทางพันธุกรรมกับพันธุอ่ืนนอยที่สุด ซ่ึงก็ตรงกับลักษณะทางสัณฐานวิทยา
ของแวนดาใบกลมที่มีลักษณะใบแตกตางจากแวนดาใบแบนอยางเห็นไดชัด ในปจจุบันแวนดาใบ
กลมถูกจัดเปนสกุลใหม คือ Papilionanthe (Sin et al., 2002) 
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ตารางที่ 7  คา similarity index ที่ไดจากการเปรียบเทียบความสัมพันธทางพันธุกรรมระหวางกลวยไม 33 ตัวอยาง 
 
No.           1                  2                   3                 4                 5                   6                  7                  8                  9                 10                  11                 12                13                 14                15               16             17         

 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 

 

   
  1.0000000 
  0.7592593   1.0000000  
  0.8333333   0.7777778   1.0000000 
  0.8333333   0.7407407   0.8148148   1.0000000 
  0.7592593   0.8148148   0.7777778   0.7407407   1.0000000 
  0.7962963   0.7777778   0.7407407   0.7407407   0.7037037   1.0000000 
  0.7962963   0.7407407   0.8148148   0.7777778   0.7037037   0.7777778   1.0000000 
  0.7592593   0.7777778   0.8148148   0.9259259   0.7407407   0.7037037   0.7407407   1.0000000 
  0.7407407   0.7962963   0.7962963   0.8703704   0.7592593   0.7592593   0.7592593   0.9074074   1.0000000 
  0.7962963   0.8518519   0.8518519   0.8518519   0.7777778   0.7777778   0.8148148   0.8888889   0.9074074   1.0000000 
  0.8148148   0.7592593   0.7962963   0.7592593   0.7592593   0.6851852   0.7222222   0.7222222   0.7037037   0.7962963   1.0000000 
  0.8703704   0.8148148   0.9259259   0.7777778   0.7777778   0.7407407   0.7777778   0.7777778   0.7592593   0.8148148   0.7962963   1.0000000 
  0.8148148   0.8703704   0.8333333   0.8333333   0.7962963   0.7592593   0.7592593   0.8333333   0.7777778   0.8703704   0.8148148   0.8333333   1.0000000 
  0.9444444   0.8148148   0.8518519   0.8148148   0.8148148   0.7407407   0.7777778   0.8148148   0.7962963   0.8518519   0.8333333   0.8888889   0.8333333   1.0000000 
  0.7962963   0.7777778   0.7407407   0.7037037   0.7407407   0.7037037   0.6666667   0.7037037   0.7222222   0.7777778   0.7592593   0.7777778   0.7962963   0.8148148   1.0000000 
  0.9074074   0.8518519   0.8888889   0.8148148   0.8148148   0.7777778   0.8148148   0.8518519   0.8333333   0.8888889   0.8333333   0.9259259   0.8703704   0.9629630   0.8148148   1.0000000 
  0.9444444   0.8148148   0.8518519   0.8148148   0.7777778   0.8148148   0.8148148   0.8148148   0.7962963   0.8518519   0.8333333   0.8888889   0.8703704   0.9259259   0.8148148   0.9629630   1.0000000 
  0.8703704   0.8518519   0.8148148   0.8148148   0.8148148   0.8518519   0.8148148   0.8148148   0.8333333   0.8888889   0.7962963   0.8148148   0.8703704   0.8518519   0.7777778   0.8888889   0.9259259  
  0.8703704   0.8518519   0.8518519   0.7777778   0.8148148   0.8148148   0.8148148   0.8148148   0.8333333   0.8888889   0.7962963   0.8518519   0.8333333   0.8888889   0.7777778   0.9259259   0.9259259  
  0.7222222   0.7777778   0.7037037   0.7037037   0.7037037   0.7777778   0.7407407   0.6666667   0.6851852   0.7407407   0.6481481   0.6666667   0.7592593   0.6666667   0.6666667   0.7037037   0.7407407  
  0.7777778   0.7962963   0.7962963   0.7592593   0.6851852   0.7592593   0.7222222   0.7592593   0.7777778   0.8333333   0.7407407   0.7592593   0.8148148   0.7962963   0.7592593   0.8333333   0.8333333  
  0.7962963   0.7777778   0.8148148   0.7777778   0.6666667   0.7777778   0.7407407   0.7407407   0.7592593   0.8148148   0.7222222   0.8148148   0.7962963   0.7777778   0.7407407   0.8148148   0.8148148  
  0.8703704   0.8518519   0.8518519   0.8888889   0.8148148   0.8148148   0.8148148   0.8888889   0.8703704   0.8888889   0.7962963   0.8518519   0.9074074   0.8888889   0.8148148   0.9259259   0.9259259  
  0.6111111   0.6666667   0.6296296   0.6666667   0.6296296   0.5925926   0.5925926   0.7037037   0.7222222   0.6666667   0.6481481   0.6296296   0.6481481   0.6666667   0.5555556   0.7037037   0.6666667  
  0.8518519   0.8333333   0.8703704   0.8333333   0.8703704   0.7592593   0.7962963   0.8333333   0.8518519   0.8703704   0.8518519   0.8703704   0.8148148   0.9074074   0.7592593   0.9074074   0.8703704  
  0.7592593   0.7777778   0.7777778   0.8148148   0.7037037   0.6666667   0.7407407   0.7777778   0.7592593   0.8148148   0.7222222   0.7407407   0.8333333   0.7407407   0.7407407   0.7777778   0.7777778  
  0.6481481   0.7037037   0.6666667   0.7037037   0.6666667   0.7037037   0.7407407   0.6666667   0.7222222   0.7407407   0.6111111   0.6296296   0.6851852   0.6296296   0.6666667   0.6666667   0.6666667  
  0.6111111   0.6296296   0.6296296   0.7037037   0.5925926   0.6666667   0.7037037   0.6666667   0.7592593   0.6666667   0.6111111   0.5925926   0.6111111   0.5925926   0.6296296   0.6296296   0.6296296  
  0.8703704   0.7037037   0.7777778   0.8518519   0.7037037   0.7407407   0.7777778   0.8518519   0.7592593   0.7777778   0.7592593   0.8148148   0.7962963   0.8518519   0.7407407   0.8518519   0.8518519  
  0.7962963   0.7407407   0.7777778   0.8518519   0.7777778   0.7037037   0.7037037   0.8148148   0.8333333   0.8148148   0.7222222   0.7777778   0.8333333   0.8148148   0.8148148   0.8148148   0.8148148  
  0.7962963   0.7407407   0.7407407   0.8148148   0.7037037   0.7037037   0.7037037   0.8518519   0.7962963   0.8518519   0.7592593   0.7777778   0.8333333   0.8148148   0.8518519   0.8518519   0.8518519  
  0.7407407   0.8333333   0.7222222   0.7592593   0.7222222   0.7592593   0.7962963   0.7592593   0.7777778   0.7962963   0.7407407   0.7222222   0.8518519   0.7592593   0.7222222   0.7962963   0.7962963  
  0.8518519   0.7592593   0.7592593   0.7962963   0.7222222   0.6851852   0.7222222   0.8333333   0.8148148   0.7962963   0.7407407   0.7962963   0.8148148   0.8703704   0.7962963   0.8703704   0.8703704  
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ตารางที่ 7  (ตอ) 
 
No.         18                  19                20                21                22                23                24                25                26               27                28               29                30               31                 32                33           

 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 

 

   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 1.0000000 
 0.9259259   1.0000000 
 0.8148148   0.7407407   1.0000000 
 0.8333333   0.7962963   0.6481481   1.0000000 
 0.8148148   0.7777778   0.6666667   0.9444444   1.0000000 
 0.9259259   0.8888889   0.7407407   0.8703704   0.8518519   1.0000000 
 0.7037037   0.6666667   0.5925926   0.6111111   0.5925926   0.7037037   1.0000000 
 0.8703704   0.9074074   0.6851852   0.7777778   0.7592593   0.9074074   0.6851852   1.0000000 
 0.7407407   0.7777778   0.7037037   0.7592593   0.7407407   0.8148148   0.5555556   0.7592593   1.0000000 
 0.7037037   0.6666667   0.7037037   0.6481481   0.6666667   0.7407407   0.6296296   0.6851852   0.7407407   1.0000000 
 0.6296296   0.5925926   0.6296296   0.6111111   0.6296296   0.6666667   0.7037037   0.6111111   0.6296296   0.8518519   1.0000000 
 0.7777778   0.7777778   0.6666667   0.7222222   0.7407407   0.8518519   0.6666667   0.7962963   0.7777778   0.6666667   0.6666667   1.0000000 
 0.8148148   0.8148148   0.6296296   0.7962963   0.7777778   0.8888889   0.6296296   0.8333333   0.7777778   0.6666667   0.6296296   0.7407407   1.0000000 
 0.8148148   0.8148148   0.6296296   0.7962963   0.7777778   0.8888889   0.6296296   0.7962963   0.8148148   0.6666667   0.6296296   0.8518519   0.8888889   1.0000000 
 0.8333333   0.7962963   0.7592593   0.7407407   0.7222222   0.8333333   0.7592593   0.7777778   0.7222222   0.7592593   0.7222222   0.7222222   0.7592593   0.7222222   1.0000000 
 0.7962963   0.7962963   0.6481481   0.7777778   0.7592593   0.8703704   0.6851852   0.8148148   0.7962963   0.6481481   0.6481481   0.9074074   0.7962963   0.8703704   0.7407407   1.0000000 
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ภาพที่ 12  ความสัมพันธทางพันธุกรรมของตัวอยางกลวยไมทั้ง 33 ตวัอยาง จากการวิเคราะหดวยโปรแกรม NTSYS-pc version 2.1m 

 
V. Robert’s Delight 
V. Robert’s Delight ‘31’ 
V. Robert’s Delight ‘358’ 

V. Robert’s Delight ‘Krugao’ 
V. Robert’s Delight ‘888’ 

V. Robert’s Delight ‘Black’ 
V. Rasri Gold 
V. Wirat 

V. Golamco’s Blue Magic 
V. Patchara Delight 
V. Manuvadee 
V. Thanuntes x Manuvadee 
V. Lumpini Red x Manuvadee 
V. (Rattana x Siriluk) x Manuvadee 
V. Dr. Anek 
V. Dr. Anek x sanderiana 
V. Robert’s Delight ‘56’ 
A. Christin 
A. Woleco 
Asc. Mikasa Pink 
Asc. Mikasa Blue 
V. Gordon Dillon 
V. sanderiana 
V. Darres x Kultana 
V. coerulea ‘red’ 
V. Yellow 
Vascostylis Pine River Blue 
V. denisoniana 
Rhynchovanda Colmari 
V. Bangkok White 
V. teres 
V. Miss Joaquim 

V. Sansai Blue 

1 

2 

3 
4 
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สรุป 
 

จากการพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท เพื่อตรวจสอบกลวยไมสกุลแวนดา โดยใช
วิธี Microsatellite enrichment เมื่อทํา dot blot hybridization พบวาหองสมุดจีโนมที่ใชโพรบแบบ 
dinucleotide repeat ไดโคลนที่ใหผลบวก 82.45 เปอรเซ็นต และหองสมุดจีโนมที่ใชโพรบแบบ 
trinucleotide repeat ไดโคลนที่ใหผลบวก 9.91 เปอรเซ็นต เมื่อนําโคลนทั้งหมดที่ไดมาหาลําดับเบส 
พบวามีลําดับเบสแบบไมโครแซทเทลไลท 83.12 เปอรเซ็นต 

 
จากการวิเคราะหโคลนที่มีลําดับเบสแบบไมโครแซทเทลไลท พบวากลวยไมสกุลแวนดา

สวนใหญมีลําดับเบสซ้ําชนิด compound repeat แบบ (GA)n(GT)n คิดเปน 45.19 เปอรเซ็นต 
รองลงมาเปนลําดับเบสซ้ําชนิด dinucleotide repeat แบบ (GA)n 22.59 เปอรเซ็นต และ (CA)n 15.93 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ สําหรับลําดับเบสซ้ําชนิด trinucleotide repeat จะพบแบบ (CCT)n มากที่สุด 
คิดเปน 9.26 เปอรเซ็นต โดยสามารถออกแบบไพรเมอรไดทั้งหมด 56 คู คัดเลือกคูไพรเมอรที่ให
ผลผลิตพีซีอารเปนไปตามขนาดที่คาดหมายได 7 คู  

 
นําไพรเมอรที่คัดเลือกไดทั้งหมด 7 คู และไพรเมอรที่พัฒนาจากกลวยไมมอคคาราจํานวน 

2 คู มาตรวจสอบกลวยไมสกุลแวนดาทั้งหมด 33 ตัวอยาง พบวามีจํานวนแอลลีลอยูระหวาง 3-9 
แอลลีล เฉลี่ย 6 แอลลีลตอไพรเมอร โดยมีขนาดตั้งแต 152-316 คูเบส เมื่อคํานวนคา observed 
heterozygosity (Ho) พบวามีคาอยูระหวาง 0.3030-0.9355 เฉลี่ย 0.6150 และมีคา expected 
heterozygosity (He) อยูระหวาง 0.3150-0.7438 เฉลี่ย 0.5813 จากการใชไพรเมอรทั้ง 9 คู พบวาคา 
probability of identity (PI) มีคาเทากับ 9.4179x10-7 หรือประมาณ 1 ใน 1,000,000 ซ่ึงนาจะแยก
กลวยไมแตละชนิดได โดยพบวาไพรเมอร C364 มีคา PI ต่ําที่สุด จึงมีประสิทธิภาพในการแยก
ความแตกตางของกลวยไมไดดีที่สุด รองลงมาไดแกไพรเมอร C359, MOK26, C208, C268, C32, 
C225, C106 และ MOK29 ตามลําดับ และเมื่อนําไพรเมอรทั้งหมดมาตรวจสอบความสัมพันธทาง
พันธุกรรมระหวางพอแม และลูกผสม จํานวน 2 คู พบวา พันธุ Vanda Doctor Anek (พันธุพอ),  
Aranda Christine (พันธุแม) และ Aranda Woleco (ลูกผสม) มีจีโนไทปสอดคลองกัน จึงนาจะเปน
พอแมลูกกันจริง แตในพันธุ Vanda Doctor Anek กับ Vanda sanderiana และลูกผสม Vanda 
Doctor Anek x Vanda sanderiana นั้น มีจีโนไทปไมสอดคลองกัน จึงอาจไมใชตนพอแมลูกที่
แทจริง 
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เมื่อวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรม โดยใชโปรแกรม NTSYS-pc version 2.1m 
พบวาสามารถแยกกลวยไมแวนดาไดเปน 4 กลุม โดย 3 กลุมแรก เปนกลุมของแวนดาใบแบน
ทั้งหมด กลุมที่ 1 ถือเปนกลุมหลัก ประกอบดวยกลวยไมสกุลแวนดาจํานวนมากที่สุดถึง 27 
ตัวอยาง สําหรับกลุมที่ 2 มี 3 ตัวอยาง คือ Vascostylis Pine River Blue, V. denisoniana   และ 
Rhynchovanda Colmari สวนกลุมที่ 3 นั้น ประกอบดวยกลวยไม Vanda Bangkok White เพียง
ตัวอยางเดียว โดยพบวา Vanda Bangkok White ที่มีความสัมพันธกับแวนดาใบแบนตัวอยางอืน่นอย
ที่สุด และกลุมที่ 4 เปนกลุมของแวนดาใบกลม (Vanda teres และ Vanda Miss Joaquim) ซ่ึง
สามารถแยกออกจากกลุมอื่นที่เปนแวนดาใบแบนไดอยางชัดเจน 
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1. การสกัดแยกดเีอ็นเอจากกลวยไม  
 

1.1 นําใบกลวยไมประมาณ 3 กรัม มาบดใหละเอียดในไนโตรเจนเหลว แลวถายใสหลอด
เซนตริฟวจ ทีม่ี extraction buffer (10 mM Tris-HCl, 5 mM EDTA, 50 mM NaCl) ปริมาตร 15 
มิลลิลิตร และ 2-mercaptoethanol ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ที่บมไวที่ 65 องศาเซลเซียส  
 

1.2 เติม 20% SDS ลงไป 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน โดยเขยาอยางแรง บมที่อุณหภูมิ 65 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาท ีผสมโดยกลับหลอดไปมาเปนครั้งคราว 
 

1.3 เติมโปแตสเซียมอะซิเตท เขมขน 5 โมลาร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั โดย
เขยาอยางแรง แลวแชในน้ําแข็งเปนเวลา 30 นาที 
 

1.4 ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 
นาที 
 

1.5 ดูดสารละลายใสสวนบนใสหลอดใหม แลวเติมคลอโรฟอรม: ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 
(24:1) ลงไป 1 เทาของปริมาตรสารละลายที่ดดูมา ผสมโดยกลับหลอดไปมา 
 

1.6 ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 นาที 
 

1.7 ดูดสารละลายใสสวนบน ใสในหลอดใหม เติมไอโซโพรพานอล ปริมาตร 0.7 เทาของ
สารละลายที่ดูดมา ผสมเบาๆ นําไปเก็บทีอุ่ณหภูมิ -20  องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 
 

1.8 เกี่ยวตะกอนดเีอ็นเอขึ้นมาใสหลอดเซนตรฟิวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลวผ่ึงใหตะกอนดี
เอ็นเอแหง 
 

1.9 เติมโซเดียมคลอไรดความเขมขน 2 โมลาร ปริมาตร 300 ไมโครลิตร บมที่อุณหภมูิ 60 
องศาเซลเซียส จนตะกอนละลายหมด 
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1.10 เติม absolute ethanol ปริมาตร 2 เทาของปริมาตรสารละลายที่มี เพื่อตกตะกอนดีเอน็
เอ แลวนําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 นาที 
 

1.11 เทสารละลายทิ้ง ลางตะกอนดวยเอธานอล 70 เปอรเซ็นต ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
 

1.12 ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที 
 

1.13 ทําตามขอ 1.11-1.12 ซํ้าอีกครั้ง 
 

1.14 เทสารละลายออก แลวปลอยใหตะกอนดีเอ็นเอแหง 
 

1.15 ละลายตะกอนดวย RNase buffer (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 15 mM NaCl) ปริมาตร 
200 ไมโครลิตร 
 

1.16 กําจัดอารเอ็นเอออก โดยเตมิ RNase A (10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 2 ไมโครลิตร บมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นานขามคืน 
 

1.17 สกัดเอ็นไซม RNase A และโปรตีนออก โดยเติมฟนอล: คลอโรฟอรม: ไอโซเอมิล
แอลกอฮอล (25: 24:1) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมโดยกลับหลอดไปมา 
 

1.18 ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาที 
 

1.19 ดูดสารละลายใสสวนบนใสหลอดใหม แลวเติมคลอโรฟอรม: ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 
(24:1) ลงไป 1 เทาของปริมาตรสารละลายที่ดูดมา ผสมโดยกลับหลอดไปมา 
 

1.20 ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาที 
 

1.21 ดูดสารละลายใสสวนบนใสหลอดใหม แลวเติมโซเดยีมอะซิเตท เขมขน 3 โมลาร pH 
5.2 ลงไป 0.1 เทา และเตมิ absolute ethanol ลงไป 2 เทาของปริมาตรสารละลายที่ดูดมา เพื่อ
ตกตะกอนดีเอน็เอ เก็บที่อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 
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1.22 ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 15 นาที 
 

1.23 ลางตะกอนดวยเอธานอล 70 เปอรเซ็นต ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
 

1.24 ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 นาที 
 

1.25 เทสารละลายทิ้ง ปลอยใหตะกอนดีเอ็นเอแหง แลวละลายตะกอนดวย TE buffer (10 
mM Tris-HCl, 1 mM EDTA) ปริมาตร 300 ไมโครลิตร เก็บสารละลายดีเอ็นเอไวที่อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส  
 
2. การพัฒนาเครือ่งหมายไมโครแซทเทลไลท 
 

2.1 การตัดดีเอน็เอดวยเอนไซมตดัจําเพาะ 
 

2.1.1 นําจีโนมิกดีเอน็เอของกลวยไมสกุลแวนดา พันธุ Robert’s Delight มาตัดดวย
เอ็นไซมตัดจําเพาะ MseI โดยใชสารละลายดีเอ็นเอ (200 ng/μl) 5.0 ไมโครลิตร 10X Reaction 
Buffer 5.0 ไมโครลิตร MseI (10,000 U/ml) 1 ไมโครลิตร BSA (10 mg/ml) 0.5 ไมโครลิตร และเตมิ
น้ํากลั่นใหมีปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร 
 

2.1.2 นํามาบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-18 ช่ัวโมง แลวตรวสอบผล
การตัดของเอน็ไซม โดยการทําอิเล็กโทรโฟรีซีสในเจลอะกาโรสเขมขน 1 เปอรเซ็นต ยอมดวยเอธิ
เดียมโบรไมด และนําไปสองดูดวยแสงอัลตราไวโอเล็ต 
 

2.2 การเชื่อมตอดีเอ็นเอเขากับ adaptor 
 

2.2.1 นําสารละลายดีเอ็นเอที่ถูกตดัโดยสมบูรณ มาเชื่อมตอเขากับ MseI adaptorโดย
ใชสารละลายดีเอ็นเอ 45.0 ไมโครลิตร MseI adaptor (12.5 pmol/μl) 8.0 ไมโครลิตร 10X T4 ligase 
buffer 10 ไมโครลิตร T4 DNA ligase (1 U/μl) 4 ไมโครลิตร และเติมน้ํากลั่นใหมีปริมาตรรวม 100 
ไมโครลิตร 
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2.2.2 นํามาบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง และบมตอที่
อุณหภูมิหองอกี 2 ช่ัวโมง โดยลําดับเบสของ MseI adaptor คือ 
 

5' GACGATGAGTCCTGAG 3' 
                         3' TACTCAGGACTCAT 5' 
 

2.3 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธีพีซีอาร 
 

2.3.1 นําดีเอ็นเอทีเ่ชือ่มตอกับ adaptor แลว มาเพิ่มปริมาณดวยวิธีพีซีอาร โดยใช
สารละลายดีเอ็เอ 10.0 ไมโครลิตร ไพรเมอร M1 (5' GACGATGAGTCCTGAG 3') (5 pmol/μl) 4.0 
ไมโครลิตร dNTP (2 mM) 6.0 ไมโครลติร 10X PCR buffer 6.0 ไมโครลิตร Taq DNA polymerase 
(5 U/μl) 0.4 ไมโครลิตร และเติมน้ํากลั่นใหมีปริมาตรรวม 60 ไมโครลิตร 
 

2.3.2 นําเขาเครื่องพซีีอาร โดยใชอุณหภูมิและเวลาในการทําปฏิกิริยา ดังนี ้
 

ขั้นที่ 1 denaturation 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 นาที  
ขั้นที่2 denaturation 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาท ี

annealing 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที 
extension 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที 
ทําซ้ําจาํนวน 30 รอบ 

         ขั้นที่ 3 extension 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที 
 

2.3.3 ตรวจสอบผลผลิตพีซีอารที่ได โดยการทําอิเล็กโทรโฟรีซีสในเจลอะกาโรส
เขมขน 1 เปอรเซ็นต ยอมดวยเอธิเดียมโบรไมด และนําไปสองดูดวยแสงอัลตราไวโอเล็ต 
 

2.4 การแยกลําดับเบสที่เปนไมโครแซทเทลไลท โดยนําผลผลิตพีซีอารที่ไดมาทําไฮบรไิด
เซชันกับโอลิโกนิวคลีโอไทด ที่ติดฉลากดวยไบโอติน (Biotinylated oligo) ทางดานปลาย 5' โดย
แบงเปน 2 กลุม กลุมแรก เปน dinucleotide repeat จํานวน 2 ชนิด คือ (CA)15 และ (GA)15 และกลุม
ที่สอง เปน trinucleotide repeat 2 ชนิด คือ (CCT)10 และ (ACC)10  
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2.4.1 นําสารละลายดีเอ็นเอที่ไดจากการทําพีซีอารมาเติมสารที่ใชในการทําปฏิกิริยา
ไฮบริไดเซชันกับโอลิโกนิวคลีโอไทดโพรบชนิดตางๆ โดยเติมสารละลายดีเอ็นเอจากขอ 2.3 
ปริมาตร 56.0 ไมโครลิตร Biotinylated oligo (5 pmol/μl) ซ่ึงประกอบดวย B-(CA)15 และ B-(GA)15 
สําหรับ dinucleotide repeat หรือ B-(CCT)10 และ B-(ACC)10 สําหรับ trinucleotide repeat อยางละ 
2.0 ไมโครลิตร และ Hybridization buffer (6X SSC, 0.1% SDS) 40.0 ไมโครลิตร 
 

2.4.2 นําไปบมที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10-15 นาที เพื่อใหดีเอ็นเอเสีย
สภาพ แลวบมตอที่อุณหภมูิ 65 องศาเซลเซียส ซ่ึงเปนอุณหภูมิที่ใชในการไฮบรไิดเซชัน เปนเวลา 
12-18 ช่ัวโมง 
 

2.5 การเตรียม magnetic beads (Dynal Biotech, Norway) 
 

2.5.1 ดูด magnetic beads ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ใสในหลอดเซนตริฟวจขนาด 1.5 
มิลลิลิตร 
 

2.5.2 เติม Binding and Washing buffer (10 mM Tris-HCl pH 7.5, 1 mM EDTA, 1M 
NaCl) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน 
 

2.5.3 วางหลอดลงในแทนแมเหล็ก ตั้งทิ้งไว 1 นาที แลวจึงดดูสารละลายออก (ระวัง
อยาดูด magnetic beads ติดออกไป) 
 

2.5.4 ทําเชนเดยีวกบัขอ 2.5.2-2.5.3 อีก 3-4 คร้ัง 
 

2.5.5 หลังจากดดูสารละลายออกหมดแลว จึงเติม Hybridization buffer ลงไป 150 
ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน 
 

2.6 การทําปฏิกิริยาระหวางโพรบกับ magnetic beads โดยเติมสารละลายดีเอ็นเอจากขอ 
2.4.2 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในสารละลาย beads จากขอ 2.5.5 ผสมใหเขากัน   แลวบมที่
อุณหภูมิ 43 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3-4 ช่ัวโมง (ผสมใหเขากันทกุ 30 นาที) 
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2.7 การชะดีเอน็เอออกจาก beads 
 

2.7.1 นําหลอดจากขอ 2.6 วางลงในแทนแมเหล็ก ตั้งทิ้งไว 1 นาที แลวจึงดูด
สารละลายออก 
 

2.7.2 เติมสารละลาย 2XSSC, 0.1% SDS ปริมาตร 200 ไมโครลิตร แลวบมที่
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาที 
 

2.7.3 วางหลอดลงในแทนแมเหล็ก ตั้งทิ้งไว 1 นาที แลวจึงดดูสารละลายออก 
 

2.7.4 ทําเชนเดยีวกบัขอ 2.7.2 และ 2.7.3 ซํ้าอีกครั้ง 
 

2.7.5 เติมสารละลาย 1X SSC, 0.1% SDS ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร แลวบมที่อุณหภูม ิ45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที 
 

2.7.6 วางหลอดลงในแทนแมเหล็ก ตั้งทิ้งไว 1 นาที แลวจึงดดูสารละลายออก 
 

2.7.7 ทําเชนเดยีวกบัขอ 2.7.5 และ 2.7.6 ซํ้าอีกครั้ง 
 

2.7.8 เติมสารละลาย 1X SSC, 0.1% SDS ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร แลวบมที่อุณหภมู ิ60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที 
 

2.7.9 วางหลอดลงในแทนแมเหล็ก ตั้งทิ้งไว 1 นาที แลวจึงดดูสารละลายออก 
 

2.7.10 ทําเชนเดยีวกบัขอ 2.7.8 และ 2.7.9 ซํ้าอีกครั้ง 
 

2.7.11 ลางดีเอ็นเอที่ตองการออกจาก magnetic beads โดยเตมิ TE ที่อุณหภูม ิ 95 
องศาเซลเซียส ปริมาตร 60ไมโครลิตรลงไป แลวบมที่อุณหภูม ิ95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 
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2.7.12 วางหลอดลงในแทนแมเหล็ก ตั้งทิ้งไว 1 นาที แลวจึงดูดสารละลายดีเอ็นเอที่
ตองการ ใสลงในหลอดใหมอยางรวดเรว็ 
 

2.8 การทําใหดีเอน็เอเปนสายคู และเพิ่มปริมาณดวยวิธีพีซีอาร  
 

2.8.1 เติมสารละลายดีเอ็นเอจากขอ 2.7.12  ปริมาตร 2.0 ไมโครลิตร ไพรเมอร M1 (5 
pmol/μl) 2.0 ไมโครลิตร dNTP (2 mM) 2 ไมโครลิตร 10X PCR buffer 2.0 ไมโครลิตร Taq DNA 
polymerase (5 U/μl) 0.1 ไมโครลิตร แลวเติมน้ํากลั่นใหมีปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร  
 

2.8.2 นําเขาเครื่องพซีีอาร โดยใชอุณหภูมิและเวลาในการทําปฏิกิริยา เชนเดียวกับขอ 
2.3.2 
 

2.8.3 ตรวจสอบผลผลิตพีซีอารที่ได โดยการทําอิเล็กโทรโฟรีซีสในเจลอะกาโรส
เขมขน 1 เปอรเซ็นต ยอมดวยเอธิเดียมโบรไมด และนําไปสองดูดวยแสงอัลตราไวโอเล็ต 
 

2.8.4 นําผลผลิตพีซีอารมาทําใหบริสุทธ โดยใชชุดน้ํายาสําเร็จรูป (QIAGEN, USA)
และตรวจสอบผล เชนเดียวกับขอ 2.8.3 
 

2.9 การเชื่อมตอดีเอ็นเอเขากับพลาสมิด 
 

2.9.1 ทําการเชื่อมตอช้ินสวนดีเอน็เอเขากับพลาสมิด pGEM®-T Vector (Promega, 
USA) โดยใสสารละลายดีเอ็นเอจากขอ 2.8.4 ปริมาตร 3.0 ไมโครลิตร 2X  Ligation buffer  5.0 
ไมโครลิตร พลาสมิด pGEM®-T Vector 1.0 ไมโครลิตร T4 DNA ligase (400,000 U/μl) 1.0 
ไมโครลิตร 
 

2.9.2 นํามาบมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-18 ช่ัวโมง 
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2.10 การถายพลาสมิดสายผสมเขาสูเซลลแบคทีเรีย 
 

2.10.1 เติมสารละลายดีเอ็นเอที่เชื่อมตอกับพลาสมิดปริมาตร 5 ไมโครลิตร ลงใน
หลอดที่มีคอมพีเทนตเซลล (Promega, USA) 100 ไมโครลิตร แชในน้าํแข็งเปนเวลา 30 นาที 
 

2.10.2 ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงอณุหภูมิอยางรวดเรว็ (heat shock) โดยจุมลงในอาง
น้ําควบคุมอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาท ี แลวยายมาแชในน้ําแข็งทนัที เปนเวลา 2 
นาที 
 

2.10.3 เตมิอาหารเลี้ยงแบคทีเรีย SOC (2% tryptone, 0.5% yeast extract, 10 mM 
NaCl, 2.5 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4, 20 mM glucose pH 6.8-7) ปริมาตร 900 
ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง โดยเขยาที่ความเร็ว 
250 รอบตอนาที  
 

2.10.4 ดูดสารละลายจากขอ 2.10.3 ปริมาตร 150 ไมโครลิตร มาเกลี่ย (spread) ใหทั่ว
ผิวหนาอาหาร LB agar ที่มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร X-gal  40 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ IPTG 40 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ผสมอยูดวย  
 

2.10.5 นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง จากนั้นคดัเลือก
โคโลนีสีขาวมาทําการทดลองตอไป 
 
3. การคัดเลือกและตรวจสอบโคลนที่มีลําดับไมโครแซทเทลไลท 
 

3.1 การเตรียมแผนเมมเบรน 
 

3.1.1 ตัดแผนไนลอนเมมเบรน ขนาด 8 x 12 ตารางเซนติเมตร 
 

3.1.2 ตัดกระดาษกรองใหมีขนาดใหญกวาแผนไนลอนเมมเบรนเล็กนอย 
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3.1.3 จุมไนลอนเมมเบรนลงในน้ํากลั่นใหเปยกทัว่ทั้งแผน แลวจุมลงในสารละลาย 
20X SSC  
 

3.1.4 วางแผนไนลอนเมมเบรนลงบนกระดาษกรอง เพื่อซับน้ําออกพอหมาดๆ จาก 
นั้นจึงวางแผนไนลอนเมมเบรนลงบนพลาสติกใส ที่มีตําแหนงของจดุที่จะทําการหยดดีเอ็นเอ 
 

3.1.5 นําผลผลิตพีซีอารมาใหความรอนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 5 นาท ี
เพื่อใหดีเอ็นเอเสียสภาพเปนสายเดี่ยว แลวยายหลอดใสในน้ําแข็งทันที เพื่อปองกนัการกลับมาจบั
กันของดีเอ็นเอเปนสายคูอีก 
 

3.1.6 ดูดผลผลิตพีซีอารจากขอ 3.1.5 ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร หยดลงบนแผน
ไนลอนเมมเบรนที่เตรียมไวแลว 
 

3.1.7 ตรึงดีเอ็นเอใหติดกับแผนไนลอนเมมเบรน โดยใชแสงอัลตราไวโอเล็ต เปน
เวลา 10 นาท ี
 

3.1.8 นํามาทําไฮบรไิดเซชันที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส โดยใช Biotinylated oligo 
เปนโพรบ และตรวจสอบผลโดยใชชุดตรวจสอบ North2South Chemiluminescent Hybridization 
and Detection Kit (Pierce Biotechnology, USA) 
 
4. การทําอิเล็กโทรโฟรีซิสบนโพลีอะครีลาไมดเจล 
 

4.1 การเตรียมกระจกสําหรับเทเจล 
 

4.1.1 ลางกระจกใหสะอาด แลวเชด็ดวยเอธานอล 95 เปอรเซ็นต  
 

4.1.2 เช็ดกระจกแผนหลังดวย bind silane (bind silane 1 ไมโครลิตร glacial acetic 
acid 2.5 ไมโครลิตร และเอธานอล 95 เปอรเซ็นต 500 ไมโครลิตร) เพือ่ใหเจลเกาะตดิกับกระจก 
 

4.1.3 เช็ดกระจกแผนหนาดวย repel silane เพื่อไมใหเจลเกาะตดิกระจก 
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4.1.4 ประกบกระจกทั้ง 2 แผนเขาดวยกัน โดยวาง spacer ไวทั้ง 2 ขาง เพื่อใหเกิด
ชองวางระหวางกระจก ใชเทปกาวตดิขอบกระจกทั้ง 3 ดานเพื่อไมใหเจลรั่วซึมออกมา จากนัน้ยึด
ดวยคลิปหนีบ 
 

4.2 การเตรียมโพลีอะครีลาไมดเจล 
 

4.2.1 ช่ังยูเรีย 6.75 กรัม เติมน้ํากลัน่ 3.75 มิลลิลิตร และ 5X TBE 3 มิลลิลิตร อุนที่
อุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส จนยูเรียละลายหมด รอจนอุณหภูมลิดลงประมาณอุณหภูมหิอง 
 

4.2.2 เติมอะครีลาไมดเจล (acrylamide:bisacrylamide = 19:1) ความเขมขน 30 
เปอรเซ็นต ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ammonium persulfate ความเขมขน 10 เปอรเซ็นต ปริมาตร 150 
ไมโครลิตร และ TEMED ปริมาตร 8 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน ระวังอยาใหเกิดฟอง 
 

4.2.3 เทเจลใสลงในชองระหวางกระจกจนเต็ม ใสหวีลงไป วางกระจกในแนวระดับ 
แลวปลอยใหเจลแข็งตัวประมาณ 2-3 ช่ัวโมง 
 

4.3 การทําอิเล็กโทรโฟรีซิส 
 

4.3.1 เมื่อเจลแข็งตัวดีแลว ลางกระจกดานนอกใหสะอาด แกะเทปกาว ดึงหวอีอก 
และประกอบกระจกเขากับชุดอิเล็กโทรโฟรีซิส เติม 1X TBE ลงในชองทั้งดานบนและดานลาง 
 

4.3.2 ตอเครื่องเขากับกระแสไฟฟา ความตางศักย 300 โวลต เปนเวลาอยางนอย 30 
นาที 
 

4.3.3 ปดเครื่อง แลวใชเข็มฉีดยาดดูบัฟเฟอรลางยเูรียที่อยูในชองหวีแตละชองให
หมด   
 

4.3.4 หยอดตวัอยางดีเอ็นเอ 3-6 ไมโครลิตร ที่ผสมกับ loading buffer (98% 
formamide  , 10 mM EDTA, 0.1% bromphenol blue และ 0.1% xylene cyanol) ในอัตราสวน 1 ตอ 
1 ลงในหวแีตละชอง 
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4.3.5 เปดเครื่องโดยใชความตางศกัยเทาเดิม เปนเวลา 3-5 ช่ัวโมง ขึ้นอยูกับขนาดของ
ผลผลิตพีซีอาร 
 

4.3.6 ปดเครื่อง แลวนํากระจกออกมา แยกกระจกทั้ง 2 แผนออกจากกนั แลวนาํเจล
ไปยอมดวยซิลเวอรไนเตรท 
 

4.4 การยอมเจลดวยซิลเวอรไนเตรท 
 

4.4.1 นําแผนกระจกดานที่มีเจลติดอยูมาลางในน้าํกลั่น โดยเขยานาน 3-5 นาที 
 

4.4.2 แชแผนเจลในสารละลาย CTAB ความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต เขยานาน 30 นาท ี
 

4.4.3 นําแผนเจลใสในสารละลายแอมโมเนีย ความเขมขน 0.3 เปอรเซ็นต เขยานาน 
15 นาที 
 

4.4.4 ยายแผนเจลมายอมในสารละลายซิลเวอรไนเตรทที่เตรียมใหมๆ เขยาเปนเวลา 
20 นาที  
 

4.4.5 จุมแผนเจลในน้ํากลั่นอยางรวดเรว็ แลวแชในสารละลาย developer (2% 
sodium carbonate, 0.02% formaldehyde) ที่มีอุณหภูมิประมาณ 10 องศาเซลเซียส เขยาเบาๆ จนเหน็
แถบดีเอ็นเอชดัเจน 
 

4.4.6 นาํแผนเจลมาจุมนํากลั่นอยางรวดเร็ว แลวหยุดปฏิกิริยาโดยแชในสารละลายกลี
เซอรอล ความเขมขน 3 เปอรเซ็นต นาน 30 นาที แลวผ่ึงใหแหง 
 
 
 
 
 
 



 

ประวัติการศึกษา และการทํางาน 

 
ช่ือ –นามสกุล นางสาวปรารถนา  เผือกวิไล 
วัน เดือน ป ที่เกิด 5 กุมภาพนัธ 2525 
สถานที่เกิด  กรุงเทพมหานคร 
ประวัติการศึกษา วท.บ. (ชีววิทยา) สาขาพันธศุาสตร (เกียรตินิยมอันดับ1)

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร (พ.ศ. 2546) 
ตําแหนงหนาที่การงานปจจบุัน - 
สถานที่ทํางานปจจุบัน - 
ผลงานทางวิชาการ  นําเสนอผลงานในการประชมุวิชาการพันธศุาสตร

แหงชาติ คร้ังที่ 15  
ทุนการศึกษาที่ไดรับ ไดรับทุนผูชวยสอนจากบณัฑิตวิทยาลัย 

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร (พ.ศ. 2548) 
 




